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RESUMO

A anemia falciforme (AF) ¢ uma doenga genética que resulta de uma mutagao no gene 3-globina,
levando a produ¢dao de hemoglobina S (HbS) e cuja principal complicagdo ¢ a inflamagao
cronica. O gene /RF8§ esta associado a resposta imune e inflamatoria. Este estudo teve como
objetivo determinar a frequéncia de um polimorfismo no gene /RFS8 e sua relagio com
parametros clinicos, laboratoriais ¢ com o uso de hidroxiureia (HU). Este foi um estudo
transversal, quantitativo e analitico que incluiu 63 pacientes com anemia falciforme e 81
doadores de sangue como grupo de controle. Foram coletadas informagdes dos prontuarios
médicos dos pacientes, tais como sociodemograficas (idade e sexo), laboratoriais (hemograma,
dosagens de Ureia, Creatinina, TGO, TGP, Gama GT, Lactato desidrogenase, contagem de
reticuldcitos, ferro sérico, ferritina, indice de saturacdo da trasferrina e capacidade de ligacao
do ferro) e complicagdes clinicas (acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal, sindrome
toracica aguda, ulcera de perna, colelitiase, colecestite e doenga cardiaca). O polimorfismo no
gene [RF8 rs10514611 foi identificado usando sondas TagMan® e reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR). Os resultados significativos foram definidos com p<0,05.
A maioria dos pacientes foram do sexo feminino 40 (65,6%) e a maioria deles 49 (86,7%) estava
em tratamento com HU. Os parametros hematolégicos mostraram uma diminui¢ao
significativas dos pacientes em relacdo ao grupo controle, incluindo contagem de globulos
vermelhos, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular
média, leucocitos, mondcitos, linfocitos, bem como reticuldcitos e plaquetas. A analise genética
revelou uma predominancia do alelo C (selvagem) 105 (83,52%) e do gen6tipo CC 42 (43,6%)
nos pacientes € no grupo controle uma presenca maior de alelo C 141 (87%) e do genotipo CC
61 (61,4%). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para frequéncias alélicas e
genotipicas. Nao houve diferencas nas varidveis laboratoriais relacionadas a fun¢do renal,
hepatica e de hemdlise e ndo houve associacdo com o polimorfismo com as complicagdes
clinicas analisadas, independente do uso de HU. A auséncia de diferenga também foi observada
no grupo de pacientes que nao utilizaram HU. Conclui-se que a frequéncia do gene /RFS§
rs105114611 encontrada foi semelhante entre os pacientes € o grupo controle e que esse
polimorfismo ndo tem impacto nas alteragdes clinicas e bioquimicas em pacientes com anemia

falciforme que fazem o uso de HU, bem como naqueles que nao fazem o seu uso.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Fator Regulador de Interferon 8; Polimorfismo de
Nucleotideo unico.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a genetic disease resulting from a mutation in the B-globin gene,
leading to the production of hemoglobin S (HbS) and whose main complication is chronic
inflammation. The IRF8 gene is associated with the immune and inflammatory response. This
study aimed to determine the frequency of a polymorphism in the IRF8 gene and its relationship
with clinical, laboratory parameters, and the use of hydroxyurea (HU). This was a cross-
sectional, quantitative, and analytical study that included 63 patients with sickle cell anemia
and 81 blood donors as a control group. Information was collected from patients' medical
records, such as sociodemographic (age and sex), laboratory (complete blood count, urea,
creatinine, AST, ALT, GGT, lactate dehydrogenase, reticulocyte count, serum iron, ferritin,
transferrin saturation index, and iron binding capacity), and clinical complications (stroke, renal
insufficiency, acute chest syndrome, leg ulcers, cholelithiasis, cholecystitis, and heart disease).
The polymorphism in the IRF8 gene rs10514611 was identified using TagMan® probes and
real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Significant results were defined as p<0.05.
Most patients were female 40 (65.6%), and the majority of them 49 (86.7%) were undergoing
HU treatment. Hematological parameters showed a significant decrease in patients compared
to the control group, including red blood cell count, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular
volume, mean corpuscular hemoglobin, white blood cells, monocytes, lymphocytes, as well as
reticulocytes and platelets. Genetic analysis revealed a predominance of the C allele (wild type)
105 (83.52%) and the CC genotype 42 (43.6%) in patients, and a higher presence of the C allele
141 (87%) and the CC genotype 61 (61.4%) in the control group. Hardy-Weinberg equilibrium
was verified for allelic and genotypic frequencies. There were no differences in laboratory
variables related to renal, hepatic function, and hemolysis, and no association with the
polymorphism was found with the analyzed clinical complications, regardless of HU use. The
absence of difference was also observed in the group of patients who did not use HU. It is
concluded that the frequency of the IRF8 gene rs105114611 found was similar between patients
and the control group and that this polymorphism does not impact clinical and biochemical

alterations in patients with sickle cell anemia who use HU, as well as those who do not use it.

Keywords: sickle cell anemia; interferon regulatory factor; polymorphism, single nucleotide.
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1 INTRODUCAO
1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) ¢ uma doenga genética autossdmica recessiva causada
pela homozigose do alelo beta-S (B 5 ) (localizado no cromossomo 11p15.5), que difere do alelo
B do tipo selvagem por um polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) Rs334(T;T) no qual GTG
¢ substituido por GAG no sexto cédon do gene da B-globina. Isto leva a substitui¢do de um
residuo hidrofilico de acido glutdmico (Glu) por um residuo hidrofébico de valina (Val) na sexta
posicao na cadeia B-globina, resultando em um tetramero de hemoglobina mutado HbS (Figura

1) (Sundd; Gladwin; Novelli, 2019).

Figura 1 — Mutagdo no gene da [3-globina e processo de falcizacdo.

A GCT GAG GAG B GT 616 GG ¢ (DD 4)
\

GGA CTC CTC GGA CAC CTC p O%da
CCU GAG GAG CCU GUG GAG \
I{;"’Q O \

-_-_- -_-_- ‘ Processo

Reversivel

8 ees o)

Desoxigenada

j@"f'

Fonte: Adaptado de Kato et al. (2018) e https://medcell.org/tbl/microangiopathy sickle cell/reading.php
Legenda: A: Auséncia de mutacdo no gene da B-globina e conformagdo normal da hemécia. B: Troca do
aminoacido Acido Glutamico pela Valina causando a polimerizacdo da Hemoglobina e falcizagio da hemécia. C:
Processo reversivel de falcizacdo da heméacia que, quando na presenca de oxigénio apresenta conformacdo normal,
ja quando em hipdxia, ocorre a falcizagdo.
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1.2 Epidemiologia

Aincidéncia das doencas falciformes varia de acordo com diversas variaveis, dentre
elas estado, raca e etnia. Ha locais em que, devido ao historico de doencas de origem africana,
reconhecimento como predominante na populacdo negra e parda (Galiza Neto; Pitombeira,
2003; Kato et al., 2018).

De fato, segundo dados da OMS, estima-se que na Africa nascam cerca de 270 mil
criangas por ano com algum tipo de hemoglobinopatia associada a presenca de HbS. Entre os
afro-americanos, cerca de 1 a cada 360 bebés recém-nascidos tem doenca falciforme e 1 a cada
600 nascidos apresentam AF (Figura 2) (Kato, 2018).

Figura 2 — Distribuicao global de recém-nascidos com Anemia Falciforme

Newborns with Sickle Cell
Anemia (2015)

[Jo

[] 1to100

[T 101 to 1000

B 1001 to 10,000
Il 10,001 to 100,000

Fonte: Adaptado de Piel, Steiberg, Rees, 2017. Legenda: Mapa da estimativa do nimero de recém nascidos com
anemia falciforme por 100.000 nascidos por pais em 2015.

No Brasil, em virtude da vinda histérica de afrodescendentes para o Brasil e da
consequente miscigenacgéo oriunda desse processo, apresenta elevados nimeros de pessoas com
AF. cerca de 8% da populagéo negra foi diagnosticada com a AF. No entanto, essa distribuicéo
ocorre de forma heterogénea, sendo mais frequente em estados onde a propor¢do de
afrodescendentes é maior, como os da regido Nordeste, sobretudo, a Bahia (Cidadania, 2022;
Kato et al. 2018).
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1.3 Fisiopatologia da Anemia Falciforme

1.3.1 Polimerizacédo da Hemoglobina S

As moléculas de HbS, quando em hipdxia, tornam-se insoliveis e sofrem
polimerizacdo. Essas moléculas, ligam-se umas as outras de modo a ocultar as suas regides
hidrofobicas, deixando-as mais ou menos paralelas entre si, o que resulta na transformagao da
célula para uma forma alongada conhecida como hemécia em foice. Se a hemoglobina for
novamente oxigenada, a falcizacdo ndo ocorrerd, pois o ambiente oxigenado restaura a
conforma¢do original da hemoglobina. Apenas a HbS desoxigenada ¢ suscetivel a
polimerizacdo. Esse processo ¢ o evento primordial na origem da AF (Fitzsimmons; Amim;
Uversky, 2016).

A transformac&o dos eritrocitos de forma discoide para a forma falcizada resulta na
modificacdo da funcionalidade da bomba de sodio e potassio. Isso, por sua vez, leva a perda de
potassio e agua, resultando em hemacias mais compactadas e propicia a acumulacédo de HbS.
Além disso, esse processo causa um acimulo intracelular de célcio, pois diminui a atividade da
bomba de célcio/ATPase e provoca um aumento na concentra¢do de hemoglobina corpuscular
média, 0 que por sua vez, reduz a permeabilidade celular (Souza, 2016).

1.3.2 Crises vaso-oclusivas

As crises vaso-oclusivas implicam em inflamagdo e obstrucdo vascular,
favorecendo a ocorréncia de lesGes que caracterizam o quadro clinico da AF. Esse quadro ndo
tem relacdo direta com a baixa de hemoglobina, mas sim com a polimeriza¢do da variante
genética da hemoglobina humana (HbS) (Figura 3) (Mandal; Mitra; Das, 2020).

Figura 3 — Alteracdo da forma da hemacia gerando vaso-oclusao nos capilares sanguineos.

Fonte: Adaptado de https://learn.genetics.utah.edu/content/genetics/hemoglobin Legenda: A polimerizacdo da
hemoglobina em A, ocasiona no processo de falcizagdo da hemécia em B que, por sua vez, leva a oclusdo dos
microcapilares em C.
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O paciente com AF tem a dor constantemente presente ao longo de todo o curso da
doenca, o que o leva a internac@es ao longo da vida. Essa crise aguda de dor, também conhecida
como crise algica, é responsavel pela maioria dos casos que necessitam de atendimento de
emergéncia e hospitalizacdo, o que afeta ndo apenas a qualidade de vida, mas resulta em uma
taxa de internagéo frequente (Santos, 2014).

As crises algicas sao consequéncias diretas da inflamagdo na AF o0 que gera as crises
vaso-oclusivas (VOC’s). Estas se tratam de um processo complexo que envolve uma alta
variedade de citocinas, em que todas as linhagens das células sanguineas estdo envolvidas,
sobretudo os leucdcitos, além da influéncia do proprio endotélio vascular.

Na superficie dos eritrocitos existem receptores ligados a membrana que podem
interagir com moléculas de adesdo presentes no endotélio vascular. Dessa forma, as células
falciformes apresentam uma grande facilidade em se ligar a essas moléculas, tais como
Molécula de Adesao Intercelular (ICAM-1) e Molécula de Adeséo Celular Vascular (VCAM-
1). Essa interacdo promove ainda mais a adesao desses eritrocitos ao endotélio (Conrad, 2009).

Quanto aos leucdcitos, em sua forma ativa, possuem um papel fundamental nas
VOC’s e no processo inflamatoério cronico. Por serem mais rigidos que as hemdcias, os
leucdcitos (sobretudo os neutrdfilos) se tornam pouco deformaveis trazendo uma facilidade em
se ligar ao endotélio e mediando a adesdo dos eritrdcitos circulantes as paredes dos vasos. Trata-
se de um processo em cascata, ja que essa adesdo envolve integrinas, selectinas e até interacao
com as células falcizadas (Lum et al., 2004).

Além disso, estudos tém demonstrado que na AF hd um constante estado de
hipercoagulagdo nas quais parecem estar relacionados com as alteracdes de membrana das
hemaécias (Stypulkowski; Manfredini, 2010). H& evidéncias que a ativacao da coagulacdo esta
ligada a hemolise na AF o que leva a um possivel desenvolvimento de acidente vascular
cerebral (AVC). Essa hipercoagulacdo pode ser evidenciada pelo aumento de marcadores de
ativacdo de trombina, tais como D-Dimero, Fator ativador de plaquetas (FAP), Fator de VVon
Willebrand (FvW), entre outras moléculas (Zhou; Behymer; Guchhait, 2011).

Portanto, diversos mecanismos estdo associados as VOC’s, a saber, disfuncido
endotelial, inflamacéo, hipercoagulabilidade, hipoxemia, entre outros e pode acometer 6rgaos
vitais, como pulmao, coracéo e rins. H4 ainda os eventos mais graves: sindrome toracica aguda,
insuficiéncia renal, AVC, priaprismo, infeccéo recorrente e hipertensdo pulmonar (Hanneman
etal., 2011).
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1.3.3 Complicag0es clinicas
1.3.3.1AVC

Dentre as inimeras repercussoes sistémicas observadas no curso da AF, o AVC
corresponde a uma das mais graves. Na faixa etdria entre 35-64 anos, a incidéncia de AVC,
independente de isquémico ou hemorragico, ¢ 2,74 vezes maior do que a incidéncia observada
em afro-americanos. Os AVC(s) sao muito frequentes em portadores de AF e consequentemente
respondem por uma causa elevada de morbimortalidade. Cerca de 11% de pacientes com idade
de 20 anos ja foram vitimas de algum evento cerebrovascular e esta proporcao eleva-se para
24% por volta dos 45 anos. Nota-se uma diferenca entre os tipos de AVC e a faixa etaria. O
AVC isquémico predomina em criangas e o hemorragico em adultos (Santos ef al., 2019).

O AVC na AF ndo ¢ originado por uma causa embolica, mas sim decorre de uma
modificacdo no fluxo arterial relacionada ao estreitamento progressivo dos vasos.
Consequentemente, a suspeita de um AVC em individuos com AF ¢ mais elevada em
comparagdo com a populacdo em geral, uma vez que esses pacientes apresentam um risco

aumentado para essa emergéncia (Conte et al., 2023).

1.3.3.2 Insuficiéncia Renal

Na populagao com AF, a medula renal representa um local altamente suscetivel a
polimerizacdo da hemoglobina S. Esse fendmeno ¢ agravado pelas baixas concentracdes locais
de oxigénio, assim como pela hipertonicidade e baixo pH do ambiente. A consequente
falcizacdo das hemdcias leva a vaso-oclusdo nos vasa recta, resultando em uma circulagao
sanguinea deficiente, isquemia e infarto das células tubulares (Lima, 2015).

O desfecho desse processo ¢ a quase total perda dos vasa recta, com os poucos vasos
sanguineos medulares remanescentes apresentando dilatagcdo acentuada e assumindo uma
configuragdo espiralada. Esse cendrio ilustra a complexidade dos efeitos da hemoglobina S na
microcirculagdo renal, destacando a importancia de compreender os mecanismos envolvidos na
fisiopatologia da doenca falciforme (Alhwiesh, 2014).

A anemia falciforme, como uma doenca multisistémica, implica que suas
complicagdes podem afetar varios 6rgdos, incluindo os rins. Estima-se que aproximadamente
16% a 18% da mortalidade global na AF esteja relacionada a complicagdes renais. (Nath;

Hebbel, 2015).
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1.3.3.3 Sindrome Toracica Aguda

A sindrome toracica aguda (STA) ¢ uma causa comum de mortalidade e morbidade
entre pacientes com AF. Apenas as VOC’s sdo maiores causas de internagdes hospitalares
nesses pacientes quando comparados a STA. A SCA ¢ definida como uma nova infiltragao
pulmonar na radiografia de térax em conjunto com febre ou sintomas respiratorios (Yousef et
al., 2022).

Hé muitos fatores que estdo ligados a lesdo pulmonar, tais como infec¢do, embolia
gordurosa pulmonar, infarto  pulmonar e embolia  pulmonar. A presenga
de doenca  pulmonar  broncorreativa subjacente, muitas vezes ndo detectada, pode
aumentar a frequéncia e a gravidade dos eventos de sindrome toracica aguda (Borborema et al.,

2023).

1.3.3.4 Ulcera de Membros Inferiores

A patogénese das ulceras de membros inferiores ¢ intrincada e, embora sua causa
exata permanega incerta, ha um consenso de que ¢ um fendmeno multifatorial. Diversas teorias
buscam explicar esse processo, incluindo vaso-oclusdo, hemodlise, hipercoagulabilidade,
trombose, disfun¢do autondmica, fatores genéticos e incompeténcia venosa. Notavelmente, a
ultima pode ser alvo de intervencao por meio de terapias de compressao (Borges et al., 2020).

Essas ulceras de membros inferiores podem se manifestar de maneira traumatica ou
espontanea, sendo que metade dos casos esta associada a lesdes traumaticas, enquanto as formas
espontaneas surgem na derme. O processo de cicatrizagdo ¢ lento, podendo demandar meses ou
anos. A inevitavel infeccao bacteriana secundaria € frequentemente causada por Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus pyogenes. A cicatriz resultante exibe baixa
resisténcia a tragdo e ma perfusdo devido a vasculopatia cutanea, aumentando a propensao a
reabertura. Esses desafios adicionais ressaltam a complexidade no manejo e tratamento dessas
ulceras em pacientes com AF (Granja ef al., 2020). O local mais comum ¢ o maléolo lateral.
Locais menos comuns incluem a area anterior da tibia, o dorso do pé e o tendao de Aquiles.
(Onimoe; Rotz, 2020).

Evidéncias indicam que individuos portadores de AF e que apresentam ulceras nas
pernas também podem enfrentar um risco aumentado de desenvolver outras complicagdes mais
graves da doenca, incluindo hipertensdao pulmonar, priapismo e, potencialmente, insuficiéncia

renal. (Minniti et al., 2010).
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1.3.3.5 Colelitiase e Colecistite

A colelitiase refere-se a presenca de calculos nas vias biliares, frequentemente
encontrados na vesicula biliar (colecistolitiase). A hemolise desempenha um papel central na
etiologia da colelitiase em criancas e adolescentes com AF. A formacao de célculos biliares
pigmentados ocorre devido a destruigdo precoce dos eritrocitos falcizados, resultando no
acumulo de seus precursores e na precipitacdo dos sais biliares, especialmente o bilirrubinato
de calcio. Esse processo estd associado a uma condig¢ao cronica de hiperbilirrubinemia indireta
(Froed et al, 2012; Silva et al., 2023).

Os principais elementos de risco associados ao desenvolvimento de colelitiase em
individuos com doenca falciforme incluem: baixos niveis de hemoglobina fetal, submissao a
terapia cronica de transfusdo sanguinea, elevacdo nos niveis séricos de colesterol total,
colesterol da lipoproteina de baixa densidade (LDL-c - Low-Density Lipoprotein cholesterol),
Colesterol de Lipoproteina de Muito Baixa Densidade (VLDL-c - Very Low-Density
Lipoprotein cholesterol), triglicerideos, ferritina e Alfa-1 Antitripsina (A1AT - Alpha-1
Antitrypsin), assim como a idade avancada, especialmente a partir da terceira década de vida.
Contrariamente, foram identificados fatores que exercem efeito protetor, tais como a presenca
concomitante de alfa-talassemia e a reducdo no numero de reticulocitos. Essas constatagdes
enfatizam a complexidade dos fatores que contribuem para o desenvolvimento de colelitiase
em pacientes com doenca falciforme e destacam a necessidade de uma abordagem abrangente
na compreensao e gestdo dessa condi¢ao (Nascimento et al., 2022). Metade dos calculos biliares
consiste em bilirrubina célcica, uma substancia radiopaca identificdvel em radiografias simples.
Aos 65 anos, 58% dos pacientes com doenca falciforme manifestam colelitiase. Ao contrario
da maioria dos individuos com célculos biliares, aqueles com doencga falciforme e colelitiase
enfrentam um maior risco de complicagdes, incluindo colecistite, coledocolitiase, colangite
ascendente e pancreatite. E crucial distinguir entre uma crise hepatica aguda e colecistite aguda

(Samuel; Jain, 2023).

1.4 Tratamento

A qualidade de vida do paciente com AF melhorou significativamente a partir do
uso da Hidrdxiurea (HU). Este medicamento demonstrou ser capaz de diminuir a taxa de 6bitos,
a porcentagem de VOC’s quando comparados a pacientes que ndo faziam o uso, tempo de

internacdo e sindrome toracica aguda (STA) (Silvia, 2021).
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A HU é um quimioterapico, cujo uso tem por objetivo aumentar a producéo de HbF
inibindo a polimerizagdo intracelular de HbS e, consequentemente, diminuindo a taxa de
falcizacdo das hemacias. Somado a isso, a terapia com HU traz outros beneficios de forma
multifatorial estendendo-se além da inducdo de HbF (Ferreira; Gouvéa, 2018; Santos, 2014;
McGann, 2015).

A HU pode reduzir o consumo de Oxido Nitrico (NO) intravascular, diminuir a
ativacdo do endotélio com potencial vasodilatacdo local e melhorar. Também apresenta um
efeito na diminuicdo de neutrofilos e reticuldcitos. Estd associada de forma indireta a uma
minimizagao da expressdo das moléculas de adeséo na superficie de leucdcitos e hemécias, bem
como reduzir o estado inflamatorio e de hipercoagulabilidade dos pacientes. (McGann, 2015).

A Unica opcdo de cura para AF se da pelo transplante de células tronco
hematopoiéticas. No entanto, o limitado nimero de doadores compativeis impede sua ampla
utilizacdo e, mesmo quando se encontra compatibilidade, ainda hd a chance de rejeicdo
(Ferreira; Gouvéa, 2018).

1.5 Fatores Reguladores de Interferon

Os fatores reguladores de Interferon (IRF’s) foram inicialmente caracterizados como
genes que controlam a transcri¢do de Interferons do tipo I e genes induzidos por interferon.
Hoje se sabe que essa familia desempenha um papel fundamental na regulagdo tanto da
imunidade inata quanto da adaptativa (Tamura et al., 2008).

Os IRF’s interagem entre si € com outras familias de fatores de transcri¢do. Trata-se
de uma familia formada por nove membros humanos e de camundongos. Muitos IRF’s (IRF1,
IRF3, IRF4, IRF5, IRF7 e IRF8) estdo envolvidos nas respostas imunes inatas provocadas por
receptores de reconhecimentos de padrdes (PRR’s), além da compreensdo do papel dos IRF’s
(IRF1, IRF2, IRF4 e IRF8) no desenvolvimento de vérias células do sistema imune (Tamura et
al., 2008).

Alguns IRF’s sdo ativados diretamente em resposta a estimulos de antigenos ou em
decorréncia de estimulos de proliferagdo, e o Interferon (INF) desempenha um papel
significativo como indutor desses genes /RF’s. (Nehyna, 2002). Existem dois tipos de INF. Os
INF do tipo I sdo produzidos por uma variedade de células apos a infecg¢ao viral enquanto os
do tipo II sdo produzidos por linfocitos T ativados e células natural killer (NK) (Taniguchi,

2001).
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Assim como vdrias outras citocinas, esses dois tipos de INF demonstram diversas
atividades biolodgicas, sendo que ambos frequentemente desencadeiam uma resposta antiviral

em suas c€lulas-alvo ou estimular receptores semelhantes (Taniguchi, 2001).

1.5.1 Fator Regulador de Interferon 8

O IRF8 ¢ um integrante crucial da familia dos /RFs e apresenta expressao seletiva
em células mieloides e células B. Além disso, ele desempenha um papel critico na maturagao
de mondcitos e polarizagdo de macréfagos para o tipo M1 (pro-inflamatorio) (Chistiakov, 2018).

Uma vez que os progenitores mieloides ddo origem a granulocitos e macrofagos,
estas observagoes indicam um papel do /RF8 na sele¢do da linhagem de progenitores mieloides.
Curiosamente, o [RF8 promove a diferenciacio de macrofagos enquanto inibe o
desenvolvimento de granulocitos (Basttistini, 2009). O [IRF§ ¢ restrito a células do sistema
imune, inclusive linfécitos B e T, DC e macrofagos em resposta ao INF. A superexpressao de
IRF8 impulsiona a diferenciac¢do de células promieloide em macrdofagos (Battistini, 2009).

A producao de IFN pode ser amplificada e potencializada em um ciclo de feedback
positivo através da expressdo aumentada de genes estimulados por IFN, incluindo IRFs, em

particular IRF-1, -7 e -8 (Honda; Taniguchi, 2006).

1.5.2 Polimorfismo de Nucleotideo unico do IRF8 (rs10514611)

Os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP - Single Nucleotide Polymorphism)
representam uma forma amplamente prevalente de variagdo genética em sequéncias de DNA.
Nesse tipo de variagdo genética, uma unica base nucleotidica ¢ substituida em uma sequéncia
de DNA (Reis et al., 2016).

O polimorfismo do /RS rs10514611 (C>T) (Figura 4), situado no cromossomo 16,
tem sido objeto de estudos e ja foi documentada em literatura uma razao de chance maior em
relagdo ao desenvolvimento de condigdes clinicas significativas. Pesquisas anteriores
destacaram sua associag@o com a leucemia mieloide cronica, sugerindo um possivel papel desse
polimorfismo na predisposi¢ao ou na progressao dessa neoplasia hematologica. Além disso, ha
evidéncias que apontam para uma correlagdao entre o mesmo polimorfismo e a suscetibilidade
a tuberculose, indicando que variagdes nessa regido genética podem influenciar a resposta
imunolégica a determinadas infec¢des. Essas descobertas ressaltam a importancia de

investigacdes mais aprofundadas para elucidar os mecanismos pelos quais o polimorfismo do
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IRF8 1510514611 pode influenciar diferentes condi¢des patoldgicas, contribuindo assim para
avangos no entendimento da genética associada a doencas complexas (Dzikiewicz-Krawczyk,

2014; Ding, 2012).

Figura 4 — Polimorfismo do gene /RF'§ (rs 10514611) em
que ha a troca C>T.

Fonte: Adaptado de Pallarés; Guitart; Vila, 2013. Legenda: A: O
alelo selvagem apresentando a base nucleotidica C e sua
correspondente G. B: a presenca do polimorfismo no qual ha a
substitui¢ao de apenas uma base nucleotidica, no caso, a C pela T.

O IRF8 desempenha um papel crucial na regulacdo da resposta inflamatoria do
sistema imunoldgico, influenciando a expressao de genes envolvidos na produgdo de citocinas
pro-inflamatérias e anti-inflamatérias. Zhao et al. (2006) mostraram que camundongos
deficientes em [RFS8 sdao altamente suscetiveis a varios patogenos, incluindo Listeria
monocytogenes € virus da coriomeningite linfocitica, devido a defeitos na imunidade inata e
adaptativa. O autor demonstrou que a perda da ligacdo do /RF§ a um local do elemento de
resposta estimulado por IFN na regido promotora da IL-12 em macrofagos deficientes em /RF'S
resulta num defeito na producao de IL-12 e que macréfagos de camundongos IRF-8—/— nao
produzem IL-12 em resposta a IFN-y e LPS. Além disso, j& esta documentado em literatura uma
razdo de chance maior de polimorfismo do gene /RF8 1rs10514611 envolvido no

desenvolvimento da leucemia mieloide cronica (Ding, 2012).
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Como o IRF§ esta intrinsecamente ligado a resposta inflamatoria, sdo necessarios
estudos que avaliem a possivel influéncia desse polimorfismo do /RF8 com o grau de
heterogeneidade clinica assim como com as variagdes nos processos inflamatdrios, mesmo no
estado basal, nos pacientes com a AF. Dessa forma, o presente estudo contribui com os demais
trabalhos realizados pelo grupo, com relagdo a avaliacdo da modulacao dos polimorfismos dos
genes da familia do /RF na doenga e se mostra relevante, uma vez que nao ha, até o presente

momento, estudos com esse polimorfismo (rs10514611) na AF.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia de um polimorfismo no gene IRF8 (rs10514611) e associar

com complicagdes clinicas, exames laboratoriais € com o0 uso de HU de pacientes com AF.

2.2 Objetivos especificos

Caracterizar o perfil sociodemogréafico dos pacientes com AF;

Determinar a frequéncia alélica e genotipica de polimorfismo do Gene IRF8
(rs10514611) em pacientes com AF e grupo controle;

Relacionar a presencga de polimorfismo de gene IRF8 (rs10514611) com parametros
hematoldgicos, biomarcadores de funcéo renal (ureia e creatinina), funcéo hepatica
(transaminase oxalacética (TGO), transaminase piravica (TGP), gama
glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina), marcadores de hemdlise (lactato
desidrogenase (LDH) e contagem de reticuldcitos) e biomarcadores de metabolismo
do ferro (ferro sérico e capacidade latente de ligacdo);

Associar a presenga do polimorfismo do Gene IRF8 (rs10514611) com as
complicacdes clinicas de pacientes com AF nos Ultimos dez anos: AVC,
Insuficiéncia renal, STA e Ulcera de membros inferiores, colelitiase e colecistite e

com o uso de hidréxiureia.
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3 METODOS
3.1 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de hematologia
e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) com o nimero de protocolo 6.185.474 (Apéndice A). O
trabalho foi executado segundo os principios e normas que regulamentam a pesquisa em seres

humanos do conselho nacional de saude — Ministério da Saude, Resolucéo n° 466/2012.
3.2 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo transversal descritivo, analitico com abordagem
quantitativa realizado de marco de 2022 a fevereiro de 2024.

3.3 Local do estudo

A coleta das amostras de sangue dos pacientes com AF foi realizado no laboratério
do HEMOCE, no periodo de setembro de 2022 a junho de 2023. A coleta dos dados dos
prontuarios foi realizada no ambulatério de hemoglobinopatias do HEMOCE no mesmo
periodo. Os hemogramas do grupo controle, bem como a anélise dos polimorfismos do Gene
do IRF8 foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas e Toxicologicas (LACT) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

3.4 Casuistica

Do estudo participaram 63 pacientes com AF, independente do uso de HU, de
ambos 0s sexos, selecionados de acordo com os critérios adotados para tal. Como grupo
controle foram utilizadas amostras de 81 doadores de sangue (HbAA) do HEMOCE.

Quanto ao uso de HU, os pacientes foram estratificados nos grupos em uso (SSHU)
e sem uso (HU). Quanto ao polimorfismo do gene IRF8, os pacientes e controles foram
divididos em CC, CT e TT (Figura 5).



Figura 5 — Fluxograma de delineamento do estudo

Ambulatério de
Hematologia e de Hemoglobinopatias
(Hemaoce)
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Criterios de inclusdo e exclusio
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(n=93 diagnosticos de Anemia Falciforme)

|

Eswatificacio de grupos de estudo

.---"'_'_-_-_-_._____-_'_“‘---..
Pacientes sem uso de HU Pacientes em uso de HU
Grupo AF (n=11) Grupo AFHU (n=52)
Coleta de dados
(]
——— e
Prontuarios medicos Coleta de sangue periferico
Analises Analises Com pl icacBes Extracio de DNA
hematologicas bioquimicas clinicas [?

Analise de Polimorfismo IRFS (rs10514611)

Compilacdo de dados e analises das variaveis do estudo

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: TCLE: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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3.5 Seleciao de amostra

3.5.1 Critérios de inclusao

- Pacientes com AF:

Individuos adultos (maiores de 18 anos), de ambos 0s sexos com diagnostico de AF
(HbSS) em estado basal da doenga conforme critérios estabelecidos por Ballas (2012):
auséncias de crises dolorosas por quatro semanas consecutivas, sem admissao hospitalar nos

ultimos 3 dias, auséncia de transfusdes nos Ultimos 4 meses.

- Grupo controle:

Individuos adultos (maiores de 18 anos), doadores de sangue no hemocentro que
faz parte do estudo, aparentemente saudaveis, de ambos 0s sexos, ndo obesos, ndo fumantes,
qgue ndo fizeram consumo habitual de bebida alcdolica ou farmacos, que apresentarem
parametros hematoldgicos dentro dos valores referenciais, sem evidéncias de processo
infeccioso e/ou inflamatdrio ha pelo menos trés meses e sem alteracdo do perfil eletroforético
de hemoglobina (AA).

3.5.2 Critérios de exclusao

- Pacientes com AF:

Pacientes cujos prontuarios dispuseram de informacgfes incompletas, quanto ao
tratamento ou ao acompanhamento clinico.

- Grupo controle:

Individuos que ndo concordaram em participar do estudo ou ndo assinaram o TCLE.
3.6 Estratificacdo dos grupos
- Pacientes com AF:

Os pacientes com AF (n=63) foram selecionados de forma aleatdria, por

conveniéncia, mediante abordagem no ato da coleta de sangue, respeitando sexo, idade,
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esquema terapéutico e quadro clinico. Em seguida, foram estratificados em dois grupos, de
acordo ou ndo com o uso ou ndo da HU no tratamento:

- Grupo AF: formado por 11 (17,46%) pacientes com AF, sem uso de HU.

- Grupo AFHU: formado por 52 (82,53%) pacientes com AF em tratamento com a
HU. Ao grupo em uso de HU, foram considerados que faziam uso do medicamento por periodo
> 12 meses, de forma regular e continua.

- Grupo controle:

O grupo controle (Grupo AA), formado por individuos saudaveis, foi composto por
81 voluntérios, selecionados de forma aleat6ria dentre os doadores de sangue do hemocentro,

desde que obedecidos os critérios de inclusdo, proprios para este grupo.

3.7 Coletas de dados e amostras

As informacdes sociodemograficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com AF
foram obtidas dos prontuarios médicos presentes no ambulatério do HEMOCE (quadro 1). Foi

avaliado o histdrico clinico dos pacientes nos ultimos dez anos (2014 a 2016).

Quadro 1 — Variaveis sociodemogréficas, clinicas e laboratoriais analisadas em pacientes com

AF no estudo

Creatinina sérica
TGO
TGP
Fosfatase alcalina
Gama GT
LDH
Contagem de Reticuldcitos
Ferro sérico
Capacidade Latente de Ligacao

do Ferro

Sociodemograficas Laboratoriais Clinicas
Idade Hemograma AVC
Sexo Ureia Insuficiéncia Renal

STA
Ulcera de Membros Inferiores
Colelitiase

Colecistite

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: TGO: Transaminase Glutdmico Oxalacética; TGP: Transaminase Glutamico
Piravica; Gama GT: Gama Glutamil Transferase; LDH: Lactato Desidrogenase AVC: Acidente Vascular Cerebral
e STA: Sindrome Toracica Aguda.
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Depois de obtidas as assinaturas do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) dos sujeitos da pesquisa (Apéndice B), as amostras de sangue periférico foram
coletadas em dois tubos, sendo um com o anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-acético
(EDTA) para a realizacdo dos hemogramas dos controles e extracdo de DNA leucocitario (para
determinacéo de polimorfismo do gene IRF8) e 0 outro sem anticoagulante e com gel separador
para a realizacdo de exames soroldgicos. Os tubos foram armazedos em freezer a -80°C desde

0 momento da coleta até a analise das amostras.

3.8 Extracao de DNA

A extracdo de DNA do sangue periférico dos individuos participantes do estudo foi
realizada segundo o seguinte protocolo: a 400 pL de sangue total, foi adicionado 800 pL de
SDH e homogeneizado no vortex. Esse material foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos
(min) a 4°C. O sobrenadante foi descartado, ao pellet restante foram adicionados 250 pL de
PBS e 750 pL de trizol e reservado por uma hora a -80°C. Retirado do freezer e descongelado,
foram adicionados 200 pL de cloroférmio, agitados no vortex, mantido a 3 minutos a
temperatura ambiente, centrifugado a 4°C por 25 min e 5000 rpm e sobrenadante descartado.
Em seguida, a cada tubo, foi adicionada a fase organica que continha 500 pL de BER (proporc¢éo
0,5mL BEB (4M isotiocianato de guanidina +50 mM citrato de sodio dihidratado (ph 8,5) + 1M
Tris-HCL (pH 8,0)) 750uL Trizol LS inicial). Foi realizada homogeneizagdo por 1 minuto
vortex, incubado por 30 min a 25°C sob agitacdo constante (agitador de placas) e centrifugado
a 5000 rpm durante 15 min a 4°C.

O sobrenadante foi transferido a um novo tubo e a ele adicionado 400 pL de
isopropanol, homogeneizado por inversdo e incubado a -20 °C por 1h. Apos essa etapa, realizou-
se uma centrifugacédo a 4°C e 14000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado.

Ao pellet restante contendo o DNA extraido, a seguinte etapa foi realizada duas
vezes: adicionou-se 100 pL de etanol absoluto gelado, homogeneizado levemente por piparotes,
centrifugado a 14000 rpm durante 15 min a 4°C e o sobrenadante descartado.

Apobs descarte do sobrenadante por inversdo do tubo, deixou-se o tubo secar
(invertido) por 15 min, em temperatura ambiente, sendo, entdo, ressuspendido o precipitado de

RNA em égua estéril, livre de RNAse, perfazendo um volume final de 20 pL.
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3.9 Determinacéo do polimorfismo do IRF8

A deteccdo da amplificacdo e quantificagdo do polimorfismo do gene IRF8
realizados foram realizadas a partir da analise do qPCR, utilizando-se o equipamento CFX96
Real-time System (Bio-Rad Laboratories).

As reacdes foram preparadas a partir do reagente TagMan® Universal PCR Master
Mix otimizado para reacbes com sondas TagMan assay® e contendo a AmpliTag Gold DNA
polimerase, os dNTPs e tampdo otimizados. As reacdes foram realizadas utilizando-se o
fluoréforo VIC/FAM. Utilizou-se também amostra de DNA e primers especificos para o gene
analisado. A analise do polimorfismo foi realizada por meio da deteccdo da regido rs10514611
no gene IRF8, em que o alelo C se caracteriza como o selvagem e o alelo T como polimorfo.

Em todos os casos foram realizados controles negativos, contendo &gua estéril em
substituicdo a amostra. O processo de amplificacdo foi realizado por uma ativacdo prévia da
enzima a 95°C por 10 minutos; acrescido de 40 ciclos compreendendo desnaturacdo do DNA a
92°C por 15 segundos e anelando a extensdo a 60°C por 1 minuto. A deteccdo foi dada em

graficos de fluorescéncia acima do limite basal estabelecido (Figura 6).

Figura 6 — Graficos de Amplificacéo e deteccdo de DNA
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor. Legenda: Em A, tem-se apenas a amplificacdo do gene selvagem marcado
com o fluoréforo VIC (verde). Em B, a amplificacdo observada se deu tanto pelo VIC (verde) quanto pelo FAM
(azul). Ja o grafico C mostra a ndo deteccdo de ambos os marcadores, j4 que nenhum passou do Cut-off
estabelecido.

3.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada mediante a utilizacdo do programa
IBM® SPSS® STATISTICS versdo 24. Os graficos foram construidos por meio do programa
GraphPad Prism® versdo 6. Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar normalidade
dos dados. Para a andlise de variancia utilizou-se o teste de levene. As varidveis paramétricas
foram analisadas utilizando-se o teste t de Student para amostras ndo pareadas e as ndo
paramétricas o Teste de Mann- Withney. Para associacdo de variaveis categoricas, utilizou-se o

qui-quadrado de Pearson.
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A populagao do estudo foi composta por 63 pacientes com AF com idade variando

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas e parametros hematoldgicos de pacientes com AF e
grupo controle

de 18 a 67 anos, com média de 32,68 anos. Com relagdo ao sexo, 23 (36,50%) sdao do sexo

masculino e 40 (63,49%) do sexo feminino (Tabela 1).

AF (n=63) AA (n=81) Valor de p

Masculino/Feminino 23/40 60/21 -
Idade (anos) 32,68 + 6,3640 33,19+2,1213 0,576
Hemacias (x10%/mm?) 2,51 +£0,698 4,71 £ 0,532 <0,001
Hemoglobina (g/dL) 9,21 + 1,483 14,56 + 1,360 <0,001
Hematocrito (%) 26,39 + 4,205 41,73 + 3,884 <0,001
VCM (fL) 105,55 + 14,522 89,65 + 4,584 <0,001
HCM (pg) 37,07 £ 5,983 31,35+2,087 <0,001
CHCM (g/dL) 35,10 +1,838 35,03 +£ 1,222 0,773
Leucécito (x10°/mm?) 8,068 + 3,68 7,19 + 2,080 0,002
Neutrofilo (x103/mm?) 4,22 +2.310 4,54 £ 2,609 0,452
Linfécito (x10°/mm?) 3,54 £ 1,446 2,16 £ 0,702 <0,001
Mondcito (x10°/mm?) 0,59 £ 0,588 0,26 + 0,443 <0,001

Reticulécitos (x10%/mm?) 2,31 +0,62 —- —-
Plaquetas (x10%/mm?) 3,33 +£1,459 2,15+£0,527 <0,001

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: Os valores foram representados como Média + desvio padrao. Valor de p
obtido usando o teste t ndo pareado. Significancia para p<0,05. AF: pacientes com anemia falciforme, independente

do uso de HU. AA: grupo controle.

Observou-se uma diminui¢do significativa dos pacientes com AF e os individuos

saudaveis nos parametros hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio

(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), leucocitos, linfécitos, mondcitos e plaquetas.

Analisou-se ainda dentro do grupo dos pacientes com AF, se havia diferenga

significativa entre os grupos que faziam uso de HU e aqueles que ndo faziam o uso. Os pacientes

que faziam o uso de HU tiveram uma diminuig¢ao significante nos niveis de HbS e um aumento

também significante quanto a HbF quando comparado ao grupo que nao faz uso da HU (Tabela

2).
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Tabela 2 — Relacdo do uso de HU com percentuais de HbS e HbF

AFHU (n=52) AF (n=11) Valor de p*
Nivel de HbS (%) 71,77 £ 13,532 85,55 + 8,013 0,002
Nivel de HbF (%) 19,45 £+ 12,560 9,19 +7,119 0,012

Fonte: elaborada pelo autor. Legenda: *Teste t ndo pareado.

No que se refere ao polimorfismo do gene /RF8 (rs10514611), observou-se uma
frequéncia maior do alelo C (selvagem) em relagdo ao alelo T (polimorfo) tanto no grupo dos
pacientes com AF, quanto no grupo controle. Ja& quanto ao gendtipo apresentado, viu-se que
havia uma frequéncia maior do CC em rela¢do ao CT e ao TT. O mesmo padrao se observou

para o grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia de alelos C (selvagem) e T (polimorfo) e de gendtipos em pacientes com
AF e grupo controle.

AF (n=126 alelos) AA (n=162 alelos)
Presenga alelo C 105 (83,52 %) 141 (87,04%)
Presenca alelo T 21 (16,67 %) 19 (12,96%)
AF (n=63) AA (n=81)
Genotipo CC 42 (43,75 %) 61 (61,36 %)
Genotipo CT 21 (17,5%) 19 (18,27 %)
Gen6tipo TT 0 (1,75 %) 1 (1,36%)

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: AF: pacientes com anemia falciforme, independente do uso de HU. AA:
grupo controle.

Ao se utilizar o programa HW_TEST (Santos; Lemes; Otto, 2020) foi verificado o
equilibrio de Hardy-Weinberg nas populac6es analisadas (Figura 7).

Foram comparados os parametros hematoldgicos dos pacientes que possuiam o
alelo selvagem com o alelo polimorfo nos pacientes que faziam o uso de HU e ndo se observou
diferenca entre os grupos (Tabela 4). Além disso, essa comparacdo foi realizada também nos

pacientes que ndo faziam o uso de HU (Tabela 5).
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Figura 7 — Gréfico ternario com a distribui¢do genotipica das populagdes estudadas

GréficoB

Gréfico A

0.0-

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: Grafico A: Grupo de Pacientes; Grafico B: Grupo controle.
No grafico, os pontos pretos sao aqueles observados na populagio, enquanto os vermelhos sdo os
esperados, de acordo com os testes realizados pelo programa. Considerou-se como equilibrio da
amostra p>0,05.

Tabela 4 —Parametros hematolégicos de pacientes com AF em uso de HU com gene IRF8
Selvagens e Polimorfos

AFHU Selvagem AFHU Polimorfo Valor de p
(n=37) (n=16)

Hemécias (x10%/mm3) 2,564 + 0,1077 2,644 +£0,1413 0,6520
Hemoglobina (g/dL) 9,402 + 0,2480 9,549 + 0,2916 0,7017
Hematdocrito (%) 26,56 + 0,8010 26,22 + 1,331 0,8318
VCM (fL) 108 + 2,404 106,5 + 4,081 0,7533
HCM (pg) 37,91 + 1,057 37,52 + 1,608 0,8418
CHCM (g/dL) 34,95+0,314 35,12 + 0,4524 0,7599
Leucdcito (x103/mm3) 7,671 +0,5128 8,888 + 0,9051 0,2535
Neutrofilo (x10%/mm?3) 3,561 + 0,3526 4,488 + 0,6893 0,2442
Linfocito (x103/mm?3) 3,173 £ 0,2050 3,345 £ 0,2439 0,5938
Mondcito (x103/mm?3) 0,554 + 0,0612 0,6727 £ 0,1100 0,3566
Plaquetas (x10%/mm?®) 3,224 +0,2795 3,404 +0,2823 0,6521

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média;
CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Os valores foram representados como Média + desvio
padrdo. Valor de p obtido usando o teste t ndo pareado. Significancia para p<0,05.



36

Tabela 5 —Parametros hematolégicos de pacientes com AF que ndo fazem o uso de HU com
gene IRF8 Selvagens e Polimorfos

AF Selvagem (n=5) AF Polimorfo Valor de p
(n=0)

Hemacias (x10%/mm?®) 2,46 +0,4933 2,58 +0,5055 0,701
Hemoglobina (g/dL) 8,43 + 1,2862 8,37 + 1,4250 0,946
Hematocrito (%) 23,54 +3,9023 23,97 +4,2507 0,864
VCM (fL) 97,48 + 3,6034 93,54 + 7,0434 0,337
HCM (pg) 35,38 + 1,3687 32,81 + 3,1200 0,165
CHCM (g/dL) 36,29 + 0,1359 35,07 +1,9126 0,249
Leucécito (x103/mm?) 13,83 +3,0099 10,9855 + 2,6819 0,131
Neutréfilo (x103/mm?) 6,14 +1,2128 5,1888 + 1,8130 0,340
Linfécito (x10°/mm?) 6,01 +2,0725 4,0222 + 1,5300 0,099
Monécito (x10°/mm?) 0,79 + 0,3554 1,1595 + 0,4584 0,178
Plaquetas (x10%/mm?®) 3,84 +0,7398 3,7791 + 0,8048 0,897

Fonte: elaborado pelo autor. Legenda: AF: pacientes com anemia falciforme; VCM: volume corpuscular médio;
HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média. Os valores
foram representados como Média + desvio padrdo. Valor de p obtido usando o teste t para amostras ndo pareadas.
Significancia para p<0,05.

Quanto aos parametros bioquimicos (funcgao renal, funcao hepatica e marcadores
de hemolise) foram comparados os pacientes que apresentavam polimorfismo em relagao

aqueles que utilizaram HU (Figura 8).

Figura 8 — Biomarcadores de funcdo renal, hepatica e de hemolise em pacientes com AF que
fazem uso de HU.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Valores obtidos utilizando-se os testes t de Student® e o teste de Mann-
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Whitney®: C/C: n=37; CT: n=16. Nio houve diferenca entre os grupos com as variaveis analisadas.

Para os pacientes que ndo faziam o uso de HU também se comparou os pardmetros

bioquimicos daqueles que apresentaram o polimorfismo estudado com aqueles que ndo o

apresentam (figura 9).
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Figura 9 — Biomarcadores de funcdo renal, hepatica e de hemolise em pacientes com AF que

ndo fazem uso de HU.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Valores obtidos utilizando-se os testes t de Student® e o teste de Mann-
Whitney®: C/C: n=5; CT: n=6. Nio houve diferenca entre os grupos com as varidveis analisadas.
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Quanto ao perfil do ferro, foram comparados os pacientes que apresentavam
polimorfismo em relagdo aqueles que ndo o apresentaram, ambos fazendo o uso de HU (Figura

10).

Figura 10 — Ferro sérico, ferritina, indice de Saturago da Transferrina e Capacidade Total de

Ligacdo do Ferro em pacientes com AF que fazem uso de HU.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: Valores obtidos utilizando-se os testes t de Student® e o teste de Mann-
Whitney®: C/C: n=37; CT: n=16. Nio houve diferenga entre os grupos com as variaveis analisadas.

No que se refere ao perfil do ferro, também se comparou os pacientes que nao
faziam uso de HU que apresentaram o polimorfismo em relacdo aqueles que nao o

apresentavam (Figura 11).
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Figura 11 — Ferro sérico, ferritina, indice de Saturagéio da Transferrina e Capacidade Total de

Ligacdo do Ferro em pacientes com AF que ndo fazem uso de HU.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Valores obtidos utilizando-se os testes t de Student? e o teste de Mann-Whitney®: C/C:
n=5; CT: n=6. Ndo houve diferenga entre os grupos com as variaveis analisadas.

Ao investigar a possivel relacdo entre a presenga do polimorfismo e as
complicacles clinicas associadas a AF, os resultados revelam uma auséncia de diferencas

significativas entre os grupos, conforme detalhado na Tabela 6.
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Tabela 6 —Associagdo do histérico das complicagdes clinicas na AF com a presenca de
polimorfismo no gene IRF8 (rs10514611)

Complicacgoes Selvagem C/C  Polimorfo C/T  Valor de
Clinicas (n=41) (n=22) p*
SIM 4 1
AVC N 0,510
NAO 38 20
SIM 5 1
Insuficiéncia renal N 0,654
NAO 37 20
SIM 8 4
STA N 1,00
NAO 34 17
Ulcera de Membros SIM 14 5
- 0,564
Inferiores NAO 28 16
SIM 16 5
Colelitiase - 0,257
NAO 26 16
SIM 3 4
Colecistite N 0,156
NAO 39 17

Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: AVC: Acidente Vascular Cerebral; STA: Sindrome Torécica aguda. *Teste
Qui- Quadrado de Pearson.
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5 DISCUSSAO

Verificou-se que a maioria dos pacientes estudados eram do sexo feminino com
média de idade de 32 anos. Esse resultado se encontra em conformidade com outros estudos
(Santos et al., 2014; Santos et al., 2021). O fato de a mutagdo do gene que causa a AF ndo estar
presente no cromossomo sexual, ocasiona na equivaléncia de entre ambos 0s sexos.

Quando se comparou os pacientes com AF do presente estudo com o grupo controle,
verificou-se alteragdes significativas em relagdo ao numero de hemadcias, hemoglobina
hematocrito, VCM, HCM, leucécitos, linfocitos, mondcitos e plaquetas. Essas diferencas sdo
caracteristicas do perfil laboratorial na AF que, mesmo com o uso de HU, apresentam diferencas
importantes nesses parametros avaliados. Esses resultados corroboram os de Cavalcante ef al.,
(2015), que ao avaliar 25 pacientes adultos com AF em estado basal da doenga, independente
do uso de HU, verificou valores semelhantes quanto aos dados laboratoriais do hemograma em
seu estudo.

A frequéncia alélica do genotipo selvagem C se mostrou superior tanto no grupo
controle quanto no grupo de pacientes, demonstrando que a AF ndo ¢ um fator para a ocorréncia
do polimorfismo do /RFS. No entanto, resultados encontrados na literatura revelam que, em
pacientes com AF, hé genes que, em regides especificas, apresentam SNP’s que nessa populacao
apresentam o gene polimorfo em nimero mais elevado que na populagdo em geral, tal como o
UGT1A1 rs887829 (C>T) descrito como preditor de um menor nivel de ferritina em pacientes
em uso de deferasirox, um quelante de ferro utilizado por pacientes dependentes de transfusdes
sanguineas (Almeida ef al., 2023). Na regido rs105114611, a frequéncia de genotipos se
apresentou, em sua maioria com o genotipo CC tanto nos pacientes quanto no controle,
mostrando uma semelhanca entre os grupos avaliados. O teste de qui-quadrado revelou que,
apesar das discrepancias nas frequéncias genotipicas observadas, ambas as populagdes
apresentaram equilibrio de Hardy-Weinberg. Além disso, uma frequéncia minima de alelos
polimorfos do gene IRF§ (rs 10514611) foi observada neste estudo, diferente, por exemplo, do
observado por Laurentino ef al. 2016 que, estudando o gene BCL11A em trés regides diferentes
(rs 7557939, rs 4671393 e rs 11886868) verificou em duas delas a predominéncia do alelo
polimorfo, estudando apenas 45 pacientes com AF. A literatura cientifica ndo apresenta uma
variedade alta de estudos de frequéncia de polimorfismo do /RF8 na regido rs10514611. Lin et
al. (2015) estudou o polimorfismo do IF8 nas regides rs17445836 e encontrou a presenca do
alelo polimorfo em 84,9% da populacdo e, ao estudar este mesmo gene na regiao rs2280381,

encontrou o polimorfismo em apenas 12,4%.
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Os resultados obtidos revelam que ndo houve distingdo significativa nos parametros
hematologicos entre os grupos de pacientes, considerando a presenga ou auséncia do
polimorfismo do /RF8 (rs10514611). Esta constatacao ¢ consistente tanto nos individuos que
estavam em tratamento com HU quanto naqueles que ndo se submetiam a essa terapia especifica.
Essa neutralidade nos pardmetros hematoldgicos sugere que, pelo menos no contexto deste
estudo, o polimorfismo ndo exerceu um impacto discernivel sobre as variaveis hematoldgicas
monitoradas.

Este estudo ndo apresentou associagdo entre o polimorfismo do gene /RF§8 na
posicao rs10514611 com ureia, creatinina, TGO, TGP, GAMA GT, LDH e Reticulécitos, tanto
nos pacientes em uso HU quanto nos que nao utilizavam HU. Outros fatores podem influenciar
a resposta dos biomarcadores, tais como os haplétipos do gene da B-globina e polimorfismos
em regides promotoras da y-globina. Assim, mais estudos farmacogenéticos sdo necessarios
para se conhecer tanto a frequéncia, quanto as implicacdes de SNPs em pacientes com AF
(Iolascon; Andolfo; Russo, 2015). Os achados do trabalho mostraram que o polimorfismo do
gene /RF8 estudado ndo interferiu nos parametros analisados nos pacientes que faziam o uso
de HU. Uma interpretagdo possivel para este resultado ¢ de que a resposta aos efeitos da HU
pode ser independentemente da presenca do alelo T no /RFS. Além da variagcdo genética
especifica, outros fatores podem ter um papel crucial nos efeitos bioquimicos observados em
pacientes com AF.

A auséncia de associacdo entre os biomarcadores do perfil do ferro e a presenca do
alelo T (polimorfo) no gene /RFS, tanto nos pacientes que usaram HU quanto nos que nao
adotaram essa terapia, a investigacdo do metabolismo do ferro em relagdao a polimorfismos ¢
uma abordagem valida e relevante. Essa evidéncia encontrada sugere que a variagdo genética
representada pelo alelo T ndo teve um impacto significativo nos biomarcadores especificos do
perfil do ferro analisados, independentemente do uso de HU. Weisberg et al. (2001) encontrou
uma alteracdo do metabolismo do ferro devido a presenca da mutacdo 1298 (A>C) no gene
Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR), chegando a conclusdo de que a hiper-
homocisteinemia ¢ influenciada ndo apenas por fatores nutricionais, mas também por alteragdes
genéticas pontuais. Simultaneamente, Ueland ef al. (2001) demonstrou que individuos com
polimorfismo no gene MTHFR apresentam uma alteracdo na distribui¢do de folato, resultando
em efeitos metabodlicos secundarios. Além disso, Friedman et al. concluiram que a mutagao
A1298C leva a uma redu¢do na atividade da MTHFR, sendo mais acentuada no polimorfismo
homozigoto (CC) em comparacdo com o heterozigoto (AC) ou o homozigoto sem o

polimorfismo (AA). Dado o papel crucial do ferro na patogénese da AF e nas complicagdes
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associadas, a auséncia de associacdo com o polimorfismo do /RF§ ndo o evidencia como um
gene envolvido intrinsecamente com as vias metabolicas do ferro.

Apesar de a presenca de AVC se dar em aproximadamente 8% dos pacientes do
estudo, ¢ valido destacar a importancia critica desse evento na AF. Em contraste ao presente
estudo, Nojosa (2023) verificou associagdo com o polimorfismo do gene IRF4 (rs 1877176),
no qual a autora identificou que pacientes com AF com o genotipo GG (polimorfo)
apresentaram um menor risco de desenvolver este evento, confirmando que a presenga do alelo
G pode conferir uma protecao em pacientes com AF contra o risco de desenvolver o AVC. Isso
ressalta a necessidade de uma abordagem abrangente que considere nao apenas as complicagdes
hematologicas, mas também os riscos vasculares associados, como o AVC. Esse tipo de achado
¢ de suma importancia para a clinica e o manejo do paciente com AF, uma vez que o rastreio
do polimorfismo encontrado como um fator associado a prote¢do contra uma complicagdo
clinica grave como o AVC, torna-se mais uma via de acompanhamento clinico dos pacientes
que ndo apresentam o polimorfismo encontrado, por conta dessa alteracdo genética estar
associada a uma probabilidade maior de ocorréncia do AVC. O presente estudo ndo encontrou
uma associag¢do do polimorfismo do /RF8 com a ocorréncia de AVC. Apesar disso, os estudos
de polimorfismos em diferentes genes sdo essenciais para, além de identificar possiveis
marcadores genéticos, hé a possibilidade de utilizado como biomarcadores de prognostico.

Os resultados ndo mostraram uma associagao significativa entre o polimorfismo do
IRF8 (rs10514611) e a presenca de insuficiéncia renal na populagdo com AF. Isso sugere que
outros fatores genéticos ou ambientais podem desempenhar um papel mais importante na
patogénese da insuficiéncia renal em pacientes com AF.

Pedroso et al. (2010) estudando 153 pacientes adultos internados em UTI com
disfuncdo renal agudamente graves ndo encontrou associacao significativa entre os gendtipos
ou as frequéncias alélicas dos polimorfismos I/D e -262A > T da Enzima Conversora de
angiotensina. Santos (2015), ao estudar 286 individuos com doenga poliquistica renal e doenca
renal cronica obteve que o polimorfismo da Haptoglobina, da Glutationo S-tranferases T1, da
Glutationo S-tranferases M1 e da Cistationina B-sintase estiveram relacionadas com a
progressdo para a Doencga renal cronica RC nos individuos com Doenga poliquistica renal
autossomica dominante, ou seja, a autora concluiu que estes polimorfismos influenciaram a
velocidade das lesdes renais @ medida que os individuos vao progredindo na Doenga Renal
Cronica até a Doenga Renal Terminal. Esses achados destacam a complexidade da interagao

entre os diferentes genes e varidveis ambientais na determinagdo do fenotipo clinico renal
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pacientes e ressaltam a necessidade de mais pesquisas para elucidar completamente os
mecanismos subjacentes a doenga renal em paciente com AF.

Os resultados indicaram a auséncia de uma associagdo significativa entre o
polimorfismo do /RF'§ e a ocorréncia de STA nesse grupo de pacientes. Esses achados apontam
para a influéncia de outros fatores genéticos ou ambientais na patogénese da STA em individuos
com AF. Cavalcante et al. (2015) verificou, ao estudar 25 pacientes com AF no Ceard que um
polimorfismo no gene baixo produtor de IL-10 esteve associado com a STA. Em um outro
estudo, Cajado et al. (2011) estudando polimorfismos em 210 criangas com AF concluiram que
o alelo A do polimorfismo do gene TNF-alfa —308 (G>A) foi associado a um risco aumentado
de eventos de sequestro esplénico, enquanto o alelo T do polimorfismo do gene /L-8 —251A>T
foi considerado um fator protetor para eventos de esplenomegalia. Dessa forma, apesar de ndo
ter sido encontrada uma associagdo entre o polimorfismo do /RF'§ estudado, existem alteragdes
polimorficas que influenciam nas caracteristicas fenotipicas dos pacientes. Essa constatacdo
destaca a importancia de direcionar atencdo e recursos para compreender, prevenir e gerenciar
eficazmente a STA em pacientes com AF (Castro, 1994). Assim, ressalta-se a importincia de
investigacdes adicionais para identificar esses fatores e compreender mais profundamente os
mecanismos subjacentes a STA nessa populagao.

A presenca de ulceras em membros inferiores nos pacientes com AF foi a
complicagdo clinica mais frequente identificada no presente estudo (30,2%). Esse achado ¢
ainda mais preocupante, pois estd aumentado em relagdo a frequéncia encontrada na literatura,
a qual relata uma prevaléncia, no Brasil de 20% dos casos de DF (Minniti et al., 2010). Na
amostra estudada pelo presente trabalho, ndo se observou uma associagao entre o polimorfismo
do IRF8 com a presenca de ulcera de perna nesses pacientes assim como Santos et al. (2021)
avaliou a expressao do polimorfismo NOS3 -786 (T>C) na ocorréncia de ulcera de perna em
pacientes com DF, mas os autores ndo encontraram associagdo entre esse polimorfismo e a
presenca de ulceras de perna nos 69 pacientes avaliados. Em contrapartida, Souza ef al. (2021)
encontrou um aumento no risco de ulcera de perna em 297 pacientes que apresentaram
polimorfismo do gene TNFRSF25 rs11800462 (C>T) em relacao aqueles que ndo apresentaram.
Diante disso, percebe-se a necessidade e complexidade da busca por marcadores genéticos que
servirdo como progndstico para pacientes com AF.

A colelitiase por sua vez, foi a segunda complicacdo mais frequente nos pacientes
analisados por este estudo. Esta constatacdo sugere que esta ¢ uma complicagdo clinicamente
relevante na populagdo com AF. Sua frequéncia elevada destaca a necessidade de compreender

e gerenciar adequadamente essa condicao. O presente estudo nao encontrou associagcdo entre o
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polimorfismo do gene /RF8§ e a ocorréncia de colelitiase. Porém, Santos et al. (2021), nos 275
pacientes com doenga falciforme estudados, verificou uma prote¢ao do polimorfismo do gene
NOS3 rs1799983(G>T) contra a colelitiase.

Nesse contexto, a auséncia de associagao entre o polimorfismo investigado com os
marcadores laboratoriais e as complicacdes clinicas avaliadas ressalta a complexidade da
etiologia genética dessa condi¢do. Esses resultados destacam a necessidade continua de
pesquisas robustas e abrangentes que considerem nao apenas os fatores genéticos isolados, mas

também sua interagdo com fatores ambientais e outros aspectos da satide do paciente.
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6 CONCLUSAO

e A populacao do estudo foi composta por pacientes cuja média de idade registrada foi
32,68 anos, sendo a maioria do sexo feminino;

e Para o polimorfismo do gene /IRF8 (rs10514611), observou-se uma frequéncia maior do
alelo C (selvagem) em relagao ao alelo T (polimorfo) tanto no grupo dos pacientes com
AF, quanto no grupo controle. J& quanto ao genotipo apresentado, viu-se que havia uma
frequéncia maior do CC em rela¢do ao CT e ao TT. O mesmo padrio se observou para
0 grupo controle;

e Naiao se observou associacdo do polimorfismo do gene /RFS§ (rs10514611) com os
parametros laboratoriais avaliados com e sem 0 uso de HU;

¢ Na&o se observou associacdo polimorfismo do IRF8 (rs10514611) com as complicacfes

clinicas em pacientes com AF.
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APENDICE B —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo intitulado "Polimorfismo no
gene de IRF-1 em pacientes com anemia falciforme: associagdo com biomarcadores de
inflamacao e reguladores do ferro", o qual estd sendo desenvolvido pela Prof. Dr. Romélia
Pinheiro Gongalves Lemes. Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontanea vontade)
vocé deve ler e compreender todo o contetdo e, em caso de duvidas, a equipe deste estudo
respondera as suas perguntas. Ao final, caso decida participar, vocé serd solicitado (a) a assinar

este documento e recebera uma copia.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar como as caracteristicas presentes no sangue
influenciam a inflamagdo em pessoas com Anemia Falciforme, de forma que podera beneficiar
os portadores de anemia falciforme possibilitando maiores informagdes sobre a doenga ao
profissional de satide o que auxilia na tomada de decisdes e intervencdes terapéuticas para
melhor qualidade de vida do paciente. Para tanto, solicitamos que o(a) Sr. (a) autorize a coleta
de 2 (dois) tubos de sangue (4 mL), as quais serdo obtidas por pun¢do venosa no brago no
momento da doacdo. Também serdao coletadas informagdes sobre dados laboratoriais
(hemograma), idade, sexo, peso e altura presentes em seu prontudrio. Os riscos envolvidos na
participagdo do estudo sao maiores que o minimo, estando relacionados com a possibilidade de
dor e formagdo de mancha roxa devido a coleta de sangue. A fim de evitar isso, as coletas serdo
realizadas por equipe treinada. As amostras coletadas serdo transportadas em gelo no isopor até
o Laboratorio de Bioprospec¢do Farmacéutica e Bioquimica Clinica, do Curso de Farmacia da
Universidade Federal do Ceara e, apos analisadas, serdo armazenadas em freezer a -80°C para

posterior andlise de material genético.

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera oportunistica, plenamente
voluntaria e consciente. Nao havera qualquer forma de pagamento ou compensagao material.
O(a) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua
assisténcia médica. Suas amostras serao utilizadas para comparagdao dos resultados com
pacientes portadores de anemia falciforme e, ao fim do estudo, serdo descartadas através de
incinera¢ao de material bioldgico por uma empresa especializada contratada pela Universidade
Federal do Ceara. Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgacao dos
resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica de ambito
cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificagdo. Sera, no entanto,

permitido o acesso as informagdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa. Em qualquer
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etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador ¢ Romélia Pinheiro Gongalves
Lemes, endereco para contato: Rua Pastor Samuel Munguba,1210 — Rodolfo Teofilo, CEP
60430-372 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 99822-4040.

Se o(a) Senhor(a) tiver alguma consideragdo ou davida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC — Rua Capit&o Francisco
Pedro 1290, Rodolfo Teofilo; fone: 3366-8589 — E-mail: cephuwc@huwec.ufc.br. Caso o(a)

Senhor (a) sinta-se suficientemente informado a respeito das informac6es que leu ou que foram

lidas para vocé sobre os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que
sua participacao € voluntaria, que ndo ha remuneracéo para participar do estudo e se o senhor(a)
concorda em participar solicitamos que assine no espaco abaixo nas duas vias do documento.

Vocé ficard com uma das vias assinadas por vocé ou seu responsavel legal e pelo pesquisador.

Assinatura do paciente/ representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data: / /
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