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RESUMO

Na anemia falciforme (AF), a inflamacao cronica estd associada ao dano endotelial, produtos
de hemolise e geracao de espécies reativas de oxigénio. O aumento dos niveis de citocinas como
o interferon-gama (IFN-y) e polimorfismos genéticos podem interferir no prognostico dos
pacientes com AF, ressaltando-se que polimorfismo em fatores reguladores de interferon estao
associados com a inflamagdo e com a sintese dessa citocina. O objetivo do estudo foi avaliar a
influéncia do polimorfismo rs1877176 do fator regulador de interferon 4 (IRF4) nas
complicacdes clinicas e no perfil de IFN-y, em pacientes com AF. Trata-se de um estudo
transversal e analitico, incluindo 72 pacientes com diagndstico de AF (HbSS) do Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE) e 85 doadores de sangue como grupo
controle (HbAA). Os dados sociodemograficos (idade e sexo), laboratoriais (HbS, HbF, HbA»,
hemograma, contagem de reticuldcitos, LDH, bilirrubina indireta, AST) e clinicos [uso de
hidroxiureia (HU) e as complicacdes clinicas: crise algica, acidente vascular cerebral (AVC),
sindrome tordcica aguda, osteomielite, infec¢des recorrentes, alteragdes renais, doencas
cardiacas, hepatomegalia, colelitiase e ulcera de perna] foram obtidos de prontuarios clinicos.
A andlise do polimorfismo foi realizada pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (PCR) utilizando sonda TagMan®. Os niveis séricos de IFN-y foram mensurados
pelo ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA). As andlises estatisticas foram realizadas
através dos softwares SPSS® versdo 22 e GraphPad Prism® 6.01, adotando p < 0,05. Os
resultados deste estudo mostraram que a maioria dos pacientes foram do sexo feminino, com
idade entre 18 e 59 anos e em uso de HU. Com relacdo a frequéncia alélica e genotipica do
polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176, o alelo G (mutante) e o gendtipo GG
(homozigoto mutante) foram prevalentes nos pacientes e controles, ndo havendo diferenga
estatistica entre os grupos. Verificou-se que o alelo A (selvagem) conferiu maior risco de
desenvolver AVC. Nao houve diferenga significante entre o polimorfismo e os parametros
laboratoriais. Houve um aumento significativo nos niveis séricos de IFN-y de pacientes com
AF em relagdo ao grupo controle e a presenca do gendtipo GG foi associada com a redugdo de
IFN-y. Conclui-se que a presenca do alelo G e do genotipo GG na AF para o IRF4 na regiao
rs1877176 configura protegdao para complicagdes clinicas como o AVC, assim como para a

redugdo nos niveis de I[FN-y, portanto modulando o processo inflamatoério na doenca.

Palavras-chave: anemia falciforme; polimorfismo genético; fatores reguladores de interferon;

interferon gama.



ABSTRACT

In sickle cell anemia (SCA), chronic inflammation is associated with endothelial damage,
hemolysis products, and generation of reactive oxygen species. Increased levels of cytokines
such as interferon-gamma (IFN-y) and genetic polymorphisms may interfere with the prognosis
of patients with AF, highlighting that polymorphisms in interferon regulatory factors are
associated with inflammation and the synthesis of this cytokine. The objective of this study was
to evaluate the influence of interferon regulatory factor 4 (IRF4) polymorphism in the
rs1877176 region, with clinical complications and with the serum IFN-y profile in patients with
SCA. This is a cross-sectional and analytical study, including 72 patients diagnosed with AF
(HbSS) from the Hematology and Hemotherapy Center of Ceara (HEMOCE) and 85 blood
donors as a control group (HbAA). Sociodemographic (age and gender), laboratory (HbS, HbF,
HbA2, complete blood count, reticulocyte count, LDH, indirect bilirubin, AST) and clinical
data [use of hydroxyurea (HU) and clinical complications: pain crisis, cerebrovascular accident
(AVC), acute chest syndrome, osteomyelitis, recurrent infections, renal alterations, heart
disease, hepatomegaly, cholelithiasis and leg ulcer] were obtained of clinical records. The
analysis of the polymorphism was performed by the real-time polymerase chain reaction (PCR)
technique using a TagMan® probe. Serum IFN-y levels were measured by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Statistical analyses were performed using SPSS® version 22
and GraphPad Prism® 6.01 software, adopting p < 0.05. The results of this study showed that
most of the patients were female, aged between 18 and 59 years and using UH. Regarding the
allelic and genotypic frequency of the IRF4 gene polymorphism in the rs1877176 region, the G
allele (mutant) and the GG genotype (mutant homozygote) were more prevalent in patients and
controls, with no statistical difference between these groups. The A allele (wild) was found to
confer a higher risk of developing stroke. There was no significant difference between the
polymorphism and the laboratory parameters. There was a significant increase in serum IFN-y
levels in patients with SCA compared to the control group and the presence of the GG genotype
was associated with reduced serum IFN-y levels. It is concluded that the presence of the G allele
and the GG genotype in FA for IRF4 in the rs1877176 region configures protection against
clinical complications such as stroke, as well as for the reduction in IFN-y levels, thus

modulating the inflammatory process in the disease.

Keywords: sickle cell anemia; polymorphism genetic; interferon regulatory factors; interferon-

gamma.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) foi relatada em 1910 por Herrick ao verificar que as
hemécias de um estudante apresentavam formato alongado e em forma de foice. Pauling e
Ingram, em 1949 e 1957 respectivamente, descreveram em seus trabalhos a presenca de HbS
(hemoglobina S) e que sua origem era ocasionada por uma substitui¢do do acido glutdmico por
valina na cadeia da -globina (WILLIAMS; THEIN, 2018).

O termo doenga falciforme (DF) ¢é utilizado para denominar uma categoria de
hemoglobinopatias hereditrias e cronicas de maior ocorréncia no Brasil (SILVA; RAMALHO;
CASSORLA, 1993; DE JESUS et al., 2018; SARAT et al.,2019; CANCADO et al., 2021). A
DF ¢ uma doenga autossdmica recessiva ocasionada por uma mutacio no gene da beta-globina,
resultando na substituicdo de uma unica base nitrogenada, adenina (A) por timina (T), na sexta
posicao do cromossomo 11, resultando na troca do acido glutdmico por valina (Figura 1). Essa
muta¢do resulta na formagdo de uma hemoglobina considerada anormal, a HbS, que se
polimeriza em condi¢des de baixa tensdo de oxigénio ou altera¢ao do pH, alterando a estrutura
da hemacia, que apresentard um formato diferente, denominado de drepandcito ou hemaécia
falciforme (STEINBERG, 2006; WILLIAMS; THEIN, 2018; SILVA-PINTO et al., 2022). Esse
processo ¢ reversivel, todavia, sua repeticdo afeta a viabilidade e reologia das hemacias,

culminando em hemdlise, vaso-oclusao e dano tecidual (SAUNTHARARAJAH, 2019).
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Figura 1 - Alteragdo na sequéncia de bases da cadeia da beta-globina, res-

ponsavel pela formagdo da hemoglobina S.

Cadeia B-globina Hemoglobina normal
RAOUROONS i @
) ) )
C pro ) ew H( ew )

Mutacao na cadeia
B-globina

Hemoglobina S (HbS)

7 7 !
Crro HEED( v >

Fonte: Adaptada de RAMADAS; SPARKENBAUGH, 2023. Legenda: A hemoglobina
normal ¢ formada por duas subunidades o-globina e duas subunidades B-globina. Na
doenga falciforme, uma substitui¢do de adenina por timina no 6° cédon da cadeia B-
globina, leva a substituigdo de glutamina (GLU) para valina (VAL), formando a
hemoglobina S (HbS). A HbS apds a desoxigenagdo e na presenca de um residuo
hidrofébico de valina na HbS, polimeriza-se, levando ao enrijecimento e alteragdo da

estrutura do eritrocito, originando as hemacias falciformes.

A AF ¢ caracterizada pela presenca da HbS em homozigose (HbSS) e classificada
como a forma mais grave da DF. Seu tratamento requer o diagnostico precoce e o manejo da
doenca por meio da prevenc¢do das complicacdes que podem ocasionar o 6bito (BRANDOW;
LIEM, 2022). A HbS pode ocorrer em heterozigose com outras mutagdes, como HbSC, HbSE,
HbS/B-thal levando a outras formas da DF (SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

A AF tem uma alta prevaléncia em paises subdesenvolvidos como os da Africa
Subsaariana, com uma estimativa de mais de 200.000 neonatos com AF (Figura 2).

(COLOMBATTI; BIRKEGARD; MEDICI, 2022; MOTA et al., 2022).
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Figura 2 - Representagdo dos nascidos com anemia falciforme no mundo.
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Fonte: Adaptado de KATO et al., 2018. Legenda: Mapa da estimativa do ntimero de
nascidos com anemia falciforme por 100.000 nascidos por pais em 2015. Abreviatura: Nao

se aplica (NA).

No Brasil, a incidéncia da AF predomina nos individuos afrodescendentes,
ocorrendo de forma variada entre os estados brasileiros. Em 2014, a Bahia teve a maior
incidéncia de nascidos com AF, registrando 1 em cada 650 neonatos (KATO et al., 2018). O
diagnéstico da AF ¢ realizado através do Programa Nacional de Triagem Neonatal, e segundo
0 Ministério da Saude, estima-se mais de 3.000 novos casos por ano (RAMOS et al., 2015;

MOTA et al., 2022).

1.2 Fisiopatologia e complicacdes da anemia falciforme

A fisiopatologia da AF envolve mecanismos como a polimerizagao da HbS, a vaso-
oclusdo, a disfungdo do endotélio e a inflamagdo que conduzem as manifestacdes clinicas da
doenga. De fato, a polimerizagdo da HbS é um fator dominante na AF, responsavel por
processos que resultam em vaso-oclusdo e dano endotelial mediado pela hemolise (SUNDD,
GLADWIN, NOVELLI, 2019). Para que o fendomeno da polimerizagao ocorra, € necessario que
a HbS esteja desoxigenada, em elevada concentragdo e que haja um retardo na circulagdo, uma
vez, que a HbS ao se oxigenar novamente, esse fendmeno nao ocorre (ZAGO; PINTO, 2007).

A polimerizagdao da HbS além de causar a rigidez da hemécia e deformacao da
membrana, caracterizando a hemécia falciforme, resulta também em multiplas alteragdes como

a desidratagdo dessa hemacia mediada pelo influxo de célcio, e desta forma aumentando a
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concentragdo intracelular e a polimerizagdo da HbS; bem como, o efluxo de potassio;
modificacdes na membrana como a exposicdo de moléculas de adesdo; o estresse celular;
alteracdo das propriedades reoldgicas e a hemolise (Figura 3) (ZAGO; PINTO, 2007;
WILLIAMS; THEIN, 2018; SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

Figura 3 — Fisiopatologia, estimulos inflamatorios e interagcdes celulares na anemia falciforme.

Moléculade
adesdo

HbS polimerizada

T

Hemacia Hemacia Hemacia falciforme
oxigenada desoxigenada desidratada

Selectina

la
endotelial

Fonte: Adaptado de WILLIAMS; THEIN, 2018. Legenda: A polimerizagdo da desoxi-HbS forma hemacias
falciformes. Estas ocasionam vaso-oclus@o por meio de interagdes com neutrofilos e plaquetas ativados e adesdo
ao endotélio vascular, levando a isquemia e hipoxia tecidual seguida de vasodilatagdo e lesdo de reperfusdo. A
hemolise cronica das hemacias falciformes libera hemoglobina e heme continuamente. A Hb oxidada reduz a
biodisponibilidade de NO, resultando em disfungdo vascular, ativacdo de células endoteliais e plaquetas. O heme
ativa células endoteliais, macrofagos e neutrofilos e promove a formagdo de NETs por meio da ligagdo de TLR4.
Abreviaturas: hemoglobina S (HbS), Armadilha extracelular de neutrofilos (NET), Oxido nitrico (NO), Hemacia
(HE), Espécies reativas ao oxigénio (ERO), Fator de von Willebrand (VWF), Receptor Toll-like 4 (TLR4).

A vaso-oclusdo ¢ resultado da alteragdo da reologia sanguinea, ativacao e adesao
celular ao endotélio. O aumento da viscosidade plasmatica ocasionada pela hemolise cronica e
rigidez da hemadcia falciforme compromete o fluxo sanguineo em capilares e vénulas pds-
capilares, promovendo uma vaso-oclusdo transitoria. As hemadcias falciformes expressam na
superficie externa um maior numero de moléculas de adesdo como a fosfatidilserina (PS) e a
molécula de adesdo celular basal-1/Lutheran (BCAM-1/Lu) que favorecem a interagdo com o
endotélio e a propagagdo da vaso-oclusdo (ZAGO; PINTO, 2007; SUNDD, GLADWIN,
NOVELLI 2019).
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A disfun¢do endotelial constitui um fator importante na inflamag¢do e na vaso-
oclusdo. As células endoteliais sdo ativadas pela adesdo de hemacias falciformes, hemoglobina
(Hb) livre, arginase e por espécies reativas de oxigénio (ROS). A arginase causa redugao da
biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), ocasionando a vasoconstri¢ao. Este processo retarda
o fluxo sanguineo, de forma a contribuir com a polimerizagdo da HbS e forma¢ao da hemacia
falciforme. As células endoteliais ativadas também liberam endotelina-1, que estimula
mondacitos a secretarem citocinas inflamatdrias como interleucinas 6 (IL-6) e 8 (IL-8) e fator de
necrose tumoral (TNF), levando a um estado inflamatério cronico (KATO et a., 2018).

A inflamag¢do promove a ativagdo de plaquetas e neutrdfilos, aumentando a adesdo
entre essas células e o endotélio ativado. Plaquetas ativadas liberam multimeros de von
Willebrand, que favorecem sua ligagdo com o endotélio e a hemacia falciforme. Os neutrofilos
ativados se deslocam para o local da inflamac¢do, onde aumentam a expressao de integrina «Mf2
e outras moléculas de adesdo, facilitando sua aderéncia ao endotélio € a outros neutréfilos,
culminando na vaso-oclusdo. Recentemente, evidéncias demonstraram a contribuicdo do
receptor Toll-like 4 (TLR4) na adesividade dos neutroéfilos ao endotélio. A translocagao TLR4
para a circulagdo sanguinea ativa mondcitos e macrofagos a liberarem citocinas inflamatorias,
promovendo o aumento da adesdo de neutréfilos (SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).
Estudos tem evidenciado que a frequéncia elevada das crises vaso-oclusivas (VOC) na AF ¢
iniciada por processos inflamatorios oriundos de infecg¢do, hipoxia, dentre outros fatores
(SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

O paciente com AF apresenta anemia hemolitica cronica, marcada pela hemolise
descompensada, com valores de Hb em torno de 6 a 11g/dL. Pacientes com Hb baixa tém taxa
de hemolise elevada e sdo mais propensos a apresentarem lesdao vascular e disfuncao organica.
A hemolise pode ocorrer de modo extravascular e intravascular. A hemolise extravascular
ocorre em menor fracdo, sendo caracterizada pela fagocitose de macrofagos. A hemdlise
intravascular ocorre de modo substancial na AF, com a liberacdo do conteudo das hemadcias
falciformes no plasma, causando lesao vascular e disfuncdo endotelial. A Hb livre age reduzindo
o NO disponivel, pela reagdo de dioxigenacdo, e a deplecdo de arginina. A oxidagdo da Hb
libera 0 heme, com capacidade de liberar armadilha extracelular de neutrofilos (NET) e ativar
vias imunes inatas, por meio do TLR4, propagando a inflamagao e lesdo tecidual (KATO et al.,
2018; SUNDD, GLADWIN, NOVELLI, 2019).

A AF ¢ caracterizada por ser multissistémica, ocasionando complicac¢des agudas e
cronicas (Figura 4), sendo essas as principais responsaveis pelas internagdes hospitalares

(KATO et al., 2018).
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Figura 4 - Complicagdes clinicas na anemia falciforme.
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atendimento hospitalar em pacientes com AF. A crise de dor ¢ o evento de maior ocorréncia da complicagéo
aguda. As complicagdes agudas comprometem os pacientes com AF na medida que envelhecem, causando
disfungdes organicas que contribuem com a mortalidade precoce. As complicagdes na gravidez induzem ao
parto prematuro, causam restrigdo no crescimento intrauterino, pré-eclampsia e mortalidade perinatal.

Legenda: Acidente vascular cerebral (AVC).

A VOC ¢ a principal complicacdo na AF, sendo responsavel pelos episodios de dor
aguda. Esta ¢ relatada em locais como o térax, abdomen, costas e ossos longos, afetando
pacientes em todas as idades. Condi¢des como temperaturas extremas, desidratacdo, alteragdes
no ciclo menstrual, uso de 4lcool ou estresse, sdo fatores coadjuvantes para desencadear as VOC.
A elevada taxa de VOC esta associada com a morbimortalidade precoce em decorréncia de
danos em multiplos 6rgdos e seu manejo estd na avaliagdo rapida e no controle da dor por
intermédio de analgésicos (TANABE et al., 2019).

A sindrome toracica aguda (STA) esta relacionada ao elevado numero de oObitos
entre os pacientes com AF, sendo a segunda causa em hospitalizagdes, tendo como origem a
vaso-oclusdo associada ou nao a infecgdes. A STA ¢ caracterizada por febre, dispneia, dor
pleuritica e infiltrados pulmonares em radiografia de torax. A gravidade da STA tende a ser
maior com o aumento da idade e outros fatores como a reducdo de hemoglobina fetal,

hematocrito elevado e tabagismo, tendo a maior taxa de Obitos em pacientes adultos
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(ADEWOYIN, 2015; NOVELLI E; GLADWIN, 2016).

O acidente vascular cerebral (AVC) esta associado com a morbimortalidade na AF,
com incidéncia maior em criangas e adultos jovens, representando uma taxa de mortalidade de
26% (TANABE et al., 2019). O AVC pode ser isquémico ou hemorréagico, de inicio subito,
ocorrendo em 25% dos pacientes com AF (ADEWOYIN, 2015). A incidéncia de AVC
isquémico ¢ elevada em criangas menores de nove anos, podendo ser evitado por meio da
triagem com doppler transcraniano e transfusdo profilatica. Em adultos jovens com AF, a
frequéncia de AVC acomete mais de 50% desses pacientes na faixa etdria entre 20 e 29 anos,
sendo o AVC hemorragico relatado com maior prevaléncia. O risco de desenvolver AVC
hemorragico ¢ maior naqueles pacientes com hemoglobina fetal (HbF) diminuida, leucocitose
e hipertensao (TANABE et al., 2019).

O bago ¢ outro importante 6rgdo afetado, cujas fungdes relacionadas com a defesa
imunologica e a homeostase vascular estdo comprometidas na AF. O dano ao bago causa
disfungdes esplénica e imunologica, com atrofia do 6rgdo, deixando o paciente susceptivel a
infeccdes e sepse (TANABE et al., 2019). A crise do sequestro esplénico ¢ observada em
criancas com AF menores de dois anos, porém acima dessa faixa etaria, o risco ¢ reduzido em
razao do estado fibrético do bago com repetidos infartos (ADEWOYIN, 2015). A esplenectomia
¢ recomendada apds a ocorréncia do segundo episodio de crise do sequestro esplénico, porém
essa medida € preocupante em criancas, devido ao maior risco de infecgado (MONACO JUNIOR;
FONSECA; BRAGA, 2015).

A osteomielite ¢ uma complicagdo comum, porém de dificil diagndstico em
pacientes com AF, por apresentar semelhanca clinica ao infarto 6sseo agudo. A osteomielite tem
origem bacteriana, causada por Salmonela spp. ou Staphylococcus aureus, investigada em
hemoculturas seriadas e cultura de aspirados 6sseos (ADEWOYIN, 2015).

Ouras complicagdes cronicas incluem dor cronica, alteracdes cardiacas, hipertensao
pulmonar, tlceras cutaneas, retinopatia, complicagdes renais € atraso no crescimento em
criancas (ABBOUD, 2020). Os pacientes com AF também desenvolvem a dor cronica,
independente da VOC, com o aumento da idade. A dor cronica ¢ descrita como sendo pulsante,
com sensacdo de cdibra, sendo associada a componentes inflamatdrios e neuropaticos. A dor
crOnica estd associada com a elevada morbidade funcional e psicossocial dos pacientes com AF
(BRANDOW; ZAPPIA; STUCKY, 2017). Alteragdes cardiacas sdo responsaveis pela
morbimortalidade na AF. A ocorréncia de hipertrofia cardiaca na infancia se desenvolve em
resposta ao estado cronico de anemia. A hipertensdo pulmonar arterial e venosa na AF esta

associada a gravidade da anemia, com a disfung¢do renal e com a sobrecarga de ferro oriunda da
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terapia de transfusdo (GLADWIN, 2017). A mortalidade cardiovascular também pode ser
resultado de complicagdes dentarias em pacientes com AF, ocasionadas por necrose pulpar,
infartos do nervo dentario e danos a mucosa devido a anemia (LAURENCE; HAYWOOD
JUNIOR; LANZKRON, 2013). Ulceras de perna sdo comuns em adultos com AF. Surgem em
razdo da vaso-oclusdo na microvasculatura da pele, agravada por infec¢do ou traumas, com
dificil cicatrizacdo. Retinopatias sdo menos comuns na AF. A retinopatia proliferativa ¢
caracterizada por hemorragia vitrea e deslocamento da retina, com indicacdo de exame
oftalmologico anual para prevengao a partir dos 20 anos. A vaso-oclusao na medula renal
ocasiona hipostenuria e enurese noturna em criangas, tornando-as susceptiveis a desidratacao.
A acidose promovida pela tubulopatia distal, favorece ainda mais a vaso-oclusdo. O atraso no
desenvolvimento de criangas com AF esta relacionado a inimeros fatores, dentre eles a anemia

grave, ma alimentacdo e ao baixo nivel socioecondmico (ADEWOYIN, 2015).

1.3 Tratamento

O cuidado ao paciente com AF deve ocorrer de forma integral, devendo incluir
informagdes adequadas sobre o aconselhamento genético, prevencdo e as possiveis
complicacdes agudas e cronicas; como também terapias e tratamento adaptados as necessidades
individuais de cada paciente. Os pacientes devem ser aconselhados a manter uma hidratagao
regular e o esquema vacinal em dias, principalmente em criangas. O uso de antibidticos de
amplo espectro ¢ recomendado ap6s o resultado de culturas bacterianas em pacientes febris
(ADEWOYIN, 2015). Outras terapias que modulam o curso da AF incluem o uso de
hidroxiureia (HU), transfusdo sanguinea e o transplante de medula 6ssea (KATO et al., 2018).

A HU inibe de forma reversivel a enzima ribonucleotideo redutase (GOHAL et al.,
2022). Este efeito na eritropoiese, leva a estimulacdo de NO e monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc), que sinalizam progenitores eritroides a ativar o gene da y-globina e a inducdo da
sintese de HbF (BALIGA et al., 2000; KONSTANTINOU et al., 2011). Outras vantagens
descritas para o uso da HU sdo: o aumento do volume corpuscular médio (VCM), melhorando
a reologia da hemacia falciforme; a neutropenia-dose dependente; a redugdo da expressao de
moléculas de adesdao ao endotélio; a diminuicao de leucocitos e plaquetas e consequentemente
da inflamagao cronica; o aumento de NO e da vasodilatacao (PLATT, 2008; MCGANN; WARE,
2015). Para o tratamento na AF, a HU ¢ administrada em criangas e adultos, porém seu uso a
longo prazo ¢ questionavel, diante de sua associacdo com efeitos teratogénicos e genotoxicos,

e a seguranca e eficécia quanto ao uso em longos periodos, ficam obscuros (SEGAL et al., 2008;
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SANTOS et al. 2011; PEDROSA; LEAL; LEMES, 2021). Segundo a portaria n® 55 de 2010 do
Ministério da Satude, a dosagem de HU ¢ calculada individualmente para cada paciente,
seguindo as seguintes recomendagoes: dose inicial ¢ feita pela relacdo 15mg/kg/dia e a dose
maxima tolerada ¢ calculada pela relacao 35mg/kg/dia sem a ocorréncia de toxicidade.

Embora o uso de HU traga beneficios na AF, os efeitos colaterais relacionados a
este fArmaco sdo os principais motivos para a interrup¢ao tempordaria do tratamento (GOHAL
et al., 2022). Os mais relatados incluem desconforto gastrointestinal, leucopenia leve,
hiperpigmentacao de unhas e pele, neutropenia leve e reticulopenia leve (MCGANN; WARE,
2015).

A transfusdo sanguinea esta associada com a diminui¢do do processo inflamatério
e do dano endotelial, devido a reducdo de hemacias falciformes ¢ melhora do fluxo da
microvasculatura (KATO et al., 2018). E prescrita para pacientes com risco elevado de AVC. A
transfusao foi associada a uma reducdo de 92% de AVC em criangas. No entanto, os efeitos da
sobrecarga secundaria de ferro limitam sua utilizagdo (WILLIAMS; THEIN, 2018).

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) ¢ curativo em pacientes
com AF. Cerca de 2.000 pacientes sintomaticos realizaram TCTH com sobrevida de 90% e com
taxa média de rejeicao de 14%. No entanto, o transplante apenas ¢ considerado quando ha um

doador compativel quanto ao antigeno leucocitario humano (HLA) (KATO et al., 2018).

1.4 Inflamac¢io na anemia falciforme

A AF ¢ caracterizada por um processo inflamatorio sist€émico, podendo ocorrer no
estado estacionario. A polimerizacao da HbS na AF resulta em inimeras consequéncias, como
a vaso-oclusdo e o processo inflamatorio, sendo este, um importante componente de varias
complicacdes na AF (CONRAN; BELCHER, 2018; KATO et al., 2018; TCHOPBA et al., 2021).
A figura 5 mostra os principais mecanismos que desencadeiam o estado inflamatorio cronico
na AF. A polimerizacao da HbS predispde a hemécia a alteragdes intracelular e na sua membrana,
prejudicando sua deformabilidade, tornando-a mais adesiva e susceptivel a hemolise, a ativacao
do sistema imune inato e de fatores de coagulagdo, que contribuem para o processo inflamatério

(CONRAN; BELCHER, 2018).
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Figura 5 — Mecanismos inflamatérios na anemia falciforme.
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Fonte: Adaptado de Kato et al., 2018. Legenda: Danos na membrana da hemécia causados pela polimerizagdo da
HbS ocasionam eventos como a hemdlise extravascular, promovida por macroéfagos, e intravascular com liberagao
de conteudo no plasma, desencadeando uma cascata de reagdes. Estas causam reducdo da biodisponibilidade de
NO resultando na vasoconstrigdo e remodulagdo vascular, ativagdo de plaquetas e fatores de coagulacdo sanguinea,
bem como no aumento de moléculas de adesdo que culminam em vaso-oclusdo. Ha liberagdo de citocinas
inflamatorias pelos macrofagos e monocitos ativados. Plaquetas ativadas aderem aos neutroéfilos, formando as
NETS. Células endoteliais ativadas expressam moléculas de adesdo P-selectina e E-selectina, ligando neutroéfilos
ao endotélio e promovendo a agregacdo de hemacias e plaquetas, contribuindo com a vaso-oclusdo. Abreviaturas:
Oxido nitrico (NO), NO sintase (NOS), Hemoglobina (Hb), Espécies reativas ao oxigénio (ROS),
Lipopolissacarideo (LPS), Proteina B1 do grupo de alta mobilidade (HMGBI1), Glutationa (GSH), Lactato
desidrogenase (LDH), Prostaglandina E, (PGE), Fator de necrose tumoral (TNF), Dimetilarginina assimétrica
(ADMA), Proteina 1 de adesdo celular vascular (VCAM1), Receptor 1 do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR1), Molécula de adesdo intercelular 1 (ICAMI1), Molécula de adesdo celular basal (BCAM),
prostaglandina F (PGF), Armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS).

A ocorréncia da falcizacdo repetida da hemadcia leva a desidratacdo e aumento da
densidade dessa célula, como também na geracdo de ROS e oxidagdo das proteinas de

membrana, sendo estas, atuantes na adesividade da hemacia. As hemacias falciformes também
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expressam PS, que além de contribuir na adesdo celular, aumentam a hemolise, ativam a cascata
de coagulagdo e o endotélio. Hemacias falciformes geram microparticulas que transportam
grandes quantidades de hemoglobina, heme e ferro, assim como, induzindo a producao de IL-
6, TNF e IL-1p em mondcitos, contribuindo com a inflamagao (CONRAN; BELCHER, 2018).

A hemdlise ¢ um constituinte primdrio da inflamacao na AF. A Hb liberada no
plasma provoca o consumo imediato de NO, reduzindo sua biodisponibilidade e resultando em
disfun¢do vascular, indicada pela vasoconstri¢ao, ativacao de células endoteliais e plaquetas,
observadas pela expressao de P-selectina e integrina aV[33 ativada. A enzima arginase 1 ¢ outro
componente importante liberado na hemolise. Essa enzima compete com a NO sintase pelo
substrato L-arginina, reduzindo a produg¢do de NO, acarretando o remodelamento vascular
(KATO, et al, 2018). O heme e a Hb livres no plasma atuam como padrdes moleculares
associados ao perigo (DAMPs) ativando o sistema imune inato e aumentando a adesdo celular
com o endotélio, e assim, favorecendo a vaso-oclusdo. O heme ativa TLR4, que resulta em
componentes inflamatorios como a ativacdo de NF-«B, produgdo de citocinas e expressao de
moléculas de adesao (KATO, et al, 2018).

A liberagdo destas citocinas tem um papel importante na fisiopatologia da AF, de
forma a contribuir com a gravidade da doenga (ALAGBE et al., 2022). Em pacientes com AF,
a elevada expressdo de citocinas pré-inflamatorias, como o interferon-gama (IFN-y), estdo
associados com a gravidade da doenga e tém pior progndstico. A figura 6 representa a lesdo de
isquemia-reperfusdo na AF, em que o dano tecidual causado pela vaso-oclusdo, seguido de
restauracao do fluxo sanguineo nos tecidos, promove a ativagao de iNKT e a liberagao citocinas
como o IFN-y, resultando na inflamagdo (CONRAN; BELCHER, 2018). Em razdo de seus
efeitos, o IFN-y tem sido investigado como um modulador da infec¢do em pacientes com AF

(ELALFY et al., 2018; OKONGWU et al., 2018).
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Figura 6 — Produgdo de IFN-y na lesdo de isquemia-reperfusdo na anemia falciforme.

Fonte: FEATURES, 2023. Legenda: Adesdo de hemacias falciformes, plaquetas e leucocitos ao
endotélio, causando a vaso-oclusdo. O bloqueio do fluxo sanguineo leva a isquemia e a lesdo celular
pela ativag@o de iNKT, induzindo a sintese e liberag@o de citocinas inflamatorias, dentre elas, o IFN-
v. Abreviaturas: Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interferon-gama (IFN-y), interleucina 4 (IL-
4), Recepetor Toll-like (TLR), Célula apresentadora de antigeno (APC), Célula T invariante natural
killer INKT).

O IFN-y ¢ uma citocina que pode atuar como um agente antitumoral ao induzir
apoptose em células tumorais por meio da sinalizagdo JAK-STAT 1 (JORGOVANOVIC et al.,
2020). No entanto, o IFN-y ¢ relatado como uma das principais citocinas produzidas na
inflamacdo, atuando na ativacdo de macrofagos, células T e na indugdo da expressdo de
moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) (JOANNES et al., 2010). Outras
funcdes associadas ao IFN-y sdo a regulacdo de células apresentadoras de antigenos, a
sinalizacdo da inflamacdo, bem como a sintese de quimiotaticos e a ativagdo de leucdcitos. O
IFN-y tem capacidade de induzir a expressao de IL-12 em macrofagos, regular a geragdo de NO
e ROS, regular a expressdao do macrdofago pro-inflamatorio M1 e do MHC classe I e 11, além de
suprimir a expressdo de IL-10, uma citocina com atividade anti-inflamatéria (BURKE;
YOUNG, 2019).

Estudos mostram que ha uma regulacao cruzada entre o IFN-y e a IL-10, em que
uma pode interferir na produc@o da outra. O IFN-y exerce um efeito antagonista em IL-10, por
meio da supressdo de fatores transcricionais de IL-10, e desta maneira, induzindo a producao
de IFN-y e citocinas inflamatorias, como IL-4, IL-5 e TNF (HU et al., 2006; CAVALCANTE
et al., 2016; BURKE; YOUNG, 2019).
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1.5 Polimorfismos

A inflamacao tem um papel significativo nas complicagdes clinicas na AF, porém
todas as vias inflamatorias, que desencadeiam esses eventos, ndo sao inteiramente conhecidas.
Intimeros estudos tém avaliado a influéncia de biomarcadores inflamatorios na AF, entretanto,
poucos verificaram a interferéncia de polimorfismos genéticos em moléculas inflamatorias com
a inflamacao e o seu envolvimento nas complicagdes da doenga (TOZATTO-MALIO et al., 2020).

Dentre as variagdes genéticas no DNA, os polimorfismos sdo os de maior
ocorréncia na populagdo, com frequéncia superior a 1%, diferindo das mutagdes nessa condigao.
A maior incidéncia dos polimorfismos sugere que sua ocorréncia acontece de forma natural,
podendo ter um efeito neutro ou benéfico. Os polimorfismos genéticos além de contribuirem a
variacdo interindividual, tornaram-se ferramentas uteis na identificagdo de paternidade, no
mapeamento de genes de doencas em humanos, em comparagdes evolutivas de sequéncias de
DNA, dentre outras investigagdes (SINGH; KULATHINAL, 2013).

Os polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) sdo a forma mais comum de variacao
do genoma, aparecendo a cada 1000 pares de bases na sequéncia do DNA, em areas
codificadores (éxons), regides criticas na regulacdo da expressao de genes e proteinas, como
também em regides intergénica e ndo codificantes (introns) (SINGH; KULATHINAL, 2013;
KARKI et al., 2015; VALLEJOS-VIDAL, et al., 2020). Atualmente, os SNPs estdo sendo
investigados como biomarcadores no diagnostico ou prognostico de varias doengas, em virtude
de sua frequéncia na populagdo e fécil analise, além da possibilidade de genotipagem e da
realizagdo de estudos de associagdes fundamentados com a bioestatistica (VALLEJOS-VIDAL,
et al., 2020). Estas caracteristicas atribuiram aos SNPs um importante papel na determinagao
de associagdes com condigdes clinicas complexas e no perfil fenotipico de doengas.

Na AF, evidéncias tém demonstrado associagdo de complicagdes clinicas, como a
dor, com a presenga de SNPs, porém € necessario que haja mais estudos acerca da prevaléncia
de polimorfismos em genes capazes de alterar o fenotipo da doenga (JHUN et al., 2015;
GEHLING et al., 2023). A expressdo elevada de genes relacionados com a inflamacao,
metabolismo do heme e formac¢ao de ROS foi observada em células do sistema mononuclear
de pacientes com AF. Estudos com estes pacientes evidenciaram a associagdo de citocinas como
o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) com crises do sequestro esplénico e com o risco de
desenvolver AVC, como também a relacdo de polimorfismos no gene do fator de transformagao
de crescimento beta (TGF-f) com tlceras de membros inferiores e AVC. Os polimorfismos no

gene da haptoglobina (Hp), uma glicoproteina responsavel por remover Hb livre da circulacao,
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afetam a sua capacidade funcional, resultado na formacdo de ROS e no dano endotelial
(CAVALCANTE et al., 2016; GILLI et al., 2016; EDWARDS et al., 2022). Baseado nesses
achados, a relagdo do processo inflamatdério com a genética pode contribuir na modulacao da

AF, de forma a esclarecer os diferentes fenotipos da doenga (GILLI et al., 2016).
1.5.1 Polimorfismo no fator regulador de interferon 4 (IRF4)

Foi demonstrado que polimorfismos em fatores reguladores de interferon (IRF)
estdo associados com a inflamagao e a sintese de interferons (MOSAYYEBI et al., 2020). Os
IRFs compdem uma familia de nove fatores de transcri¢do, envolvidos na regulagdo de
respostas imunes e inflamatdrias (SOUSA, 2015; NEGISHI; TANIGUCHI; YANAI, 2017).
Dentre estes fatores, tem-se o fator regulador de interferon 4 (IRF4), que atua na diferenciacao
e maturacao de células hematologicas e nos processos imunologicos, cuja expressao € restrita
a linfécitos T e B, macréfagos e células dendriticas (GUARDA et al., 2019; MERLI et al., 2021).

Estudos acerca do gene de IRF4, localizado na ponta do braco curto do cromossomo
6 (6p25.3) (Figura 7) identificaram polimorfismos intronicos associados com diversas
condi¢des como na altura de individuos, a cor da pele e de cabelos, como também ao risco de
desenvolver doengas, como o melanoma, doenga celiaca e leucemias, ao progndstico e a
resposta ao tratamento na leucemia mieloide cronica (GATHANY et al.,2009; DO et al., 2010;
WARD, 2020).

Figura 7 - Representacdo esquematica da localizacdo do gene de IRF4 no cromossomo 6.

Cromossomo 6: posicao 410.513
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Fonte: Adaptado de NCBI, 2023. Legenda: a figura mostra a localiza¢ao do gene de IRF4 na ponta do brago

curto do cromossomo 6 (seta em vermelho) na banda cromossomica p25.3. Abreviatura:IRF4, fator

regulador de interferon 4.

Entretanto, foi identificado que uma mutacdo no gene IRF4 em criangas com
linfoma de células B, favoreceu um bom progndstico (JIANG et al., 2023; TARANTINI et al.,
2022). Uma vez que o IRF4 estd envolvido na regulagdo de etapas da diferenciacdo celular,

outros estudos tém demonstrado uma correlagdo negativa do polimorfismo na regido
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rs12203592 como fator de risco para o desenvolvimento de cancer de pele, e também, como
possivel determinante da suscetibilidade de pacientes transplantados a aspergilose invasiva,
enquanto polimorfismo em rs1877176 pode estar associado ao risco de leucemia por alterar o
sitio de interagdao de microRNAs com transcritos alvo, e dessa forma, desregular a diferenciagao
de células hematopoiéticas (DZIKIEWICZ-KRAWCZYK et al., 2014; WANG et al., 2014;
LUPIANEZ et al., 2016).

Na literatura, ndo ha dados envolvendo IRF4 na AF. Entretanto, em virtude da
investigacdo de polimorfismos no gene IRF4 em doengas hematologicas, no nosso grupo, um
estudo identificou uma associacdo do polimorfismo deste gene na regido rs12203592 com
complicagdes clinicas na AF, resultando no pior progndstico da doenca. Contudo, como citado
anteriormente, as vias inflamatorias envolvidas nas complicagdes clinicas na AF nao estdao
completamente estabelecidas, e dada a associacdo do gene IRF4 com a inflamag¢do, um maior
conhecimento acerca da relagdo de polimorfismos intronicos deste gene com a doenga,
contribuiria na investigacdo de biomarcadores para prever complicacdes, bem como a
desenvolver terapias direcionadas.

O doppler transcraniano convencional (TCD), uma ferramenta importante no
rastreio e prevencdo do desenvolvimento de AVC em criangas com AF, ¢ utilizado para a
triagem de risco de AVC, porém, ndo apresenta especificidade em adulto, e diante dessa
limitagdo, estudos estdo sendo realizados com a finalidade de desenvolver biomarcadores para
a previsdo de AVC em todos os pacientes com AF (VERDUZCO; NATHAN, 2009;
FLANAGAN et al., 2011; TALAHMA; STRBIAN; SUNDARARAJAN, 2014). E nesse
contexto se faz necessdrio a investigacdo da influéncia de moduladores genéticos como
biomarcadores preditivos das complicagdes clinicas na AF, bem como na estratégica terapéutica
da doenga.

O estudo do polimorfismo dos IRF na AF ¢ inovador, porém se justifica pelo fato
deste modular o processo inflamatorio, condicao essa presente de forma sistémica na doenca.
Logo, o presente estudo se prop0s a investigar a associacao de polimorfismo no gene de IRF4
na regido rs1877176 com as complicagdes clinicas e com os biomarcadores de inflamacdo e

hemolise, como um potencial biomarcador nos desfechos clinicos em pacientes com AF.



29

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia do polimorfismo do fator regulador de interferon 4 (IRF4)
na regido rs1877176 com a clinica e o perfil sérico do interferon gama (IFN-y) em pacientes

com anemia falciforme.

2.2 Objetivos especificos

. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas resultantes do polimorfismo do gene
IRF4 na regido rs1877176 em pacientes com AF e no grupo controle;

. Associar o polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 com as principais
complicagdes clinicas dos pacientes com AF;

o Relacionar o polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 com os parametros
laboratoriais dos pacientes com AF;

o Avaliar os niveis séricos de IFN-y nos pacientes com AF e no grupo controle;

o Relacionar o polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 com os niveis séricos de

IFN-y em pacientes com AF com e sem o uso de hidroxiurea.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa que Envolvem Seres
Humanos do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) sob o nimero de
aprovacao 6.185.474, sendo conduzido conforme a Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de

Saude.

3.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal e analitico, composto por pacientes com anemia
falciforme, acompanhados no Ambulatorio de Hemoglobinopatias do Centro de Hematologia e

Hemoterapia do Cearda (HEMOCE).

3.3 Local do estudo

As analises foram realizadas nos Laboratérios de Hemoglobinopatias e Genética de
Doengas Hematoldgicas (LPHGDH) e no de Analises Clinicas e Toxicologicas (LACT) em
parceria com o Laboratorio de Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica (LBFBC),
ambos do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas (DACT) da Universidade Federal

do Ceara (UFC).

3.4 Casuistica

A selegdao das amostras para o estudo ocorreu através da amostragem por
conveniéncia, em que foram incluidos 72 pacientes adultos com diagndstico clinico e
laboratorial de AF, de ambos os sexos, acompanhados no HEMOCE. O grupo controle incluiu
85 doadores de sangue saudaveis do HEMOCE. Os pacientes com AF foram estratificados
conforme:

- O grau da anemia em: anemia leve (Hb > 8g/dL) e anemia moderada ou grave (Hb
<8g/dL) (ABAN et al., 2017);

- O uso ou ndo de HU;
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- Complicagdes clinicas: crise algica, AVC, STA, osteomielite, infec¢des
recorrentes, alteragdes renais, doengas cardiacas, hepatomegalia, colelitiase e ulcera de perna

(ADEWOYIN, 2015).

3.5 Selecio da amostra

3.5.1 Critérios de inclusdo e exclusdo

O estudo incluiu pacientes adultos, com idade superior a 18 anos, com diagnéstico
clinico e molecular de AF confirmado, em estado estacionario segundo os critérios de Ballas
(2011): auséncia de crises dolorosas nas ultimas quatro semanas, nao ter sido hospitalizado a
pelo menos 3 dias, auséncia de transfusdes sanguineas nos ultimos quatro meses, auséncia de
quadros infecciosos ou inflamatorios nas tltimas quatro semanas e nao ter utilizado antibioticos
nas ultimas trés semanas. Pacientes em periodo gestacional ou com outras doencas
hematologicas foram excluidos do estudo.

O grupo controle incluiu individuos adultos, de ambos os sexos, doadores

voluntarios no HEMOCE.

3.6 Coleta de dados

Foram coletadas em prontudrios e analisadas as seguintes varidveis: caracteristicas
sociodemograficas (idade, sexo, cidade), dados laboratoriais (HbS, HbF, HbA>, hemograma,
contagem de reticuldcitos, LDH, bilirrubina indireta, AST) e dados clinicos quanto ao uso de
HU e as complicagdes (crise de algica, AVC, STA, osteomielite, infecgdes recorrentes,

alteracdes renais, doencas cardiacas, hepatomegalia, colelitiase e tlcera de perna).

Foram coletados 4 mL de amostras de sangue periférico em dois tubos, contendo
EDTA, para andlise do polimorfismo, ¢ em gel separador para a dosagem de IFN-y, dos
pacientes com AF e dos individuos do grupo controle. As amostras foram fracionadas e

armazenadas em ultrafreezer a -80°C para posterior andlise.

3.7 Analise laboratorial

3.7.1 Dosagem de IFN-y
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O ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) foi utilizado a fim de dosar os
niveis séricos de IFN-y, fazendo o uso do kit Human IFN-gamma DuoSet ELISA (cat. n.
DY285B; R&D Systems, Inc. a Bio-Techne Brand, Minneapolis, EUA), seguindo as etapas

descritas para o procedimento.

3.7.2 Extragdo e quantificacdo do DNA

Um volume de 400ul de cada amostra de sangue total foi adicionado em
microtubos, onde foi adicionado 800uL. de SDH (solugdo de lise). Em seguida, essas amostras
foram homogeneizadas em vortex por 30 segundos e centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante dessas amostras foi descartado, e ao pellet formado contendo leucoécitos,
adicionou-se 250uL de PBS e 750uL de Trizol ® LS Reagent (Life Technologies, California,
EUA). As amostras foram armazenadas por 1h em ultrafreezer com temperatura de -80°C.

Ap6s esse periodo, adicionou-se 200ul de cloroférmio, agitando as amostras em
vortex durante 15 segundos, mantendo-as em repouso por 3 minutos em temperatura ambiente.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 25 minutos a 5000 rpm a 4°C.
Posteriormente, acrescentou-se S00ulL de BEB (Back Extraction Buffer), agitando-as em vortex
por 1 minuto e incubando-as a 25°C por 30 minutos. Logo apos, as amostras foram
centrifugadas novamente a 5000 rpm por 15 minutos a 4°C, em seguida, o sobrenadante de cada
uma foi transferido para outro microtubo, onde foi adicionado 400uL de isopropanol. As
amostras foram homogeneizadas por inversdo e incubadas por 1h a —20°C. Em seguida,
centrifugadas durante 30 minutos a 1400 rpm na temperatura de 4°C. O sobrenadante de cada
amostra foi descartado, o pellet formado foi lavado com 100ulL de etanol absoluto gelado,
levemente homogeneizado e centrifugado durante 15 minutos a 1400 rpm a 4°C. Esse processo
foi repetido por mais duas vezes, e ap6s a ultima lavagem, os sobrenadantes foram descartados.

Os microtubos contendo o DNA ficaram secando a temperatura ambiente, e depois,
adicionou-se agua livre de DNAse para serem quantificados por espectrofotometria (Nanodrop
- Thermo Scientific®, Massachusetts, EUA), onde verificou-se a relagio DNA/ proteinas por
meio da razdo de absorbancias a 260/280nm para avaliar a integridade e qualidade do DNA
extraido. As amostras que apresentaram uma razao entre 1,7 e 2,0 foram consideradas

adequadas para o estudo.

3.7.3 Amnalise do polimorfismo do gene de IRF4
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A andlise do polimorfismo rs1877176 (A/G) do gene de IRF4 foi realizada pela
técnica de reagiio em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), utilizando a sonda TagMan®
genotyping assay (AppliedBiosystems, Thermo Scientific®, Massachusetts, EUA) e o
equipamento termociclador (CFX96 Real-time System — BioRad, California, EUA). O
polimorfismo rs1877176 foi detectado utilizando a sonda
(CAGTGAAATGAGCAGCCCTTACAGTIA/G]ITTGTTACCACCAAGGGCAGGTAGGT)
em que o alelo A estava marcado pelo fluoréforo VIC (cor verde) e o alelo G marcado pelo
fluoroérofo FAM (cor azul).

A presenca dos fluoréforos emitem fluorescéncia no decorrer da PCR, indicando o
tipo de alelo presente na amostra em homozigose ou heterozigose, permitindo a genotipagem
dos polimorfismos. Para cada reacgdo, utilizou-se 5,0uL de TagMan Universal PCR Master Mix,
2,75uL de 4gua ultrapura, 0,25ul da sonda TagMan genotyping assay e 2,0 uL de DNA da
amostra (aproximadamente 20 ng/uL). As amostras foram analisadas no termociclador com as
seguintes condi¢des: incubagdo a 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos (ativacdo da DNA
polimerase), seguidos por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos (desnaturagdo) e 60° por 1 minuto

(anelamento e extensao).

3.8 Analise estatistica

Os dados coletados foram organizados em planilha no programa Microsoft® Excel
(2019). A analise estatistica foi feita utilizando os programas SPSS® Statistic versdo 22 (IBM
Corporation) € o GraphPad Prism® 6.01 (GraphPad Software). As frequéncias alélicas e
genotipicas foram avaliadas conforme o equilibrio de Hardy-Weinberg e os resultados testados
pelo teste qui-quadrado no software SPSS. Os testes exato de Fisher e qui-quadrado foram
utilizados para verificar a associacdo entre as varidveis qualitativas. A normalidade das
variaveis quantitativas foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. As varidveis foram
apresentadas como frequéncia absoluta, porcentagem, média, desvio padrao e mediana. As
comparagoes foram realizadas pela ANOVA One-way com poés teste de Bonferroni para
distribuigdes normais e teste de Mann-Whitney e teste de Kruskal-Wallis para as distribui¢des

nao normais. O nivel de significancia adotado no presente estudo foi p <0,05.
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4 RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os dados coletados para as variaveis sociodemograficas,
laboratoriais e clinicas para os pacientes com AF e grupo controle. A idade média dos pacientes
foi de 32 anos e 73,6% deles utilizavam HU. Os pacientes com AF apresentaram indices
hematologicos compativeis com o estado estaciondrio da doenca, com média da hemoglobina
de 9,23 £ 1,57 g/dL e HbF de 16,91 + 7,76 (%). Contudo, observou-se diferencas significativas
com relacdo ao sexo, hemograma, leucdcitos, neutrofilos e plaquetas (p<0,0001). Houve
prevaléncia dos pacientes do sexo feminino (62,5%). Os valores das heméacias, hemoglobina e
neutrofilos dos pacientes foram menores em relagdo ao dos controles, entretanto os indices

hematimétricos VCM e HCM, como também, leucocitos e plaquetas foram elevados.

Tabela 1- Dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais e de pacientes com AF (HbSS) (n =

72) e do grupo controle (HbAA) (n = 85).

Média + DP

Variaveis

AF Controle y
Masculino/Feminino 27/45 66/21 -
Idade (anos) 32+ 11,3 34+12,1 -
Hemacias (10%mm?) 2,42 +£0,50 4,7+0,46 <0,0001
Hemoglobina (g/dL) 9,23 + 1,57 14,7+ 1,3 <0,0001
Hematocrito (%) 26,7 £4,64 424+34 <0,0001
VCM (fL) 110,5+ 17,8 89,8 £4,2 <0,0001
HCM (pg) 38,7+4.5 31,2+1,8 <0,0001
CHCM (g/dL) 34,6 £ 1,50 34,84 £ 1,22 0,4085
Leucécitos (/mm?®) 9812 + 3548 7110 £2076 <0,0001
Neutrofilos (/mm?) 5018 £2537 5878 £910 <0,0001
Plaquetas (/mm?) 352183+ 97504 213507 + 55484 <0,0001
HbA: (%) 3,34+ 0,60 NA NA
HDbF (%) 16,91 £ 7,76 NA NA
HbS (%) 78,97 £ 10,14 NA NA
Terapia com hidroxiureia (n) 53 NA NA

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: anemia falciforme (AF), hemoglobina fetal (HbF), volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM), nao se aplica (NA), desvio padrao (DP).

O resultado da amplificagcdo da qPCR esté representada na figura 8. Os genotipos

foram identificados pelo CFX Manager™ Software para posterior analises.
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Figura 8 - Genotipagem do polimorfismo do gene IRF4 na
regido rs1877176 pela reacdo em cadeia da polimerase em

tempo real, utilizando sistema TagMan®.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: Sonda TaqMan® marcada com
fluoréforo VIC (verde) identificando o alelo A (alelo selvagem) e pelo
fluoréforo FAM (azul), identificando o alelo G (alelo mutante). RFU

(unidade de fluorescéncia).

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo do gene IRF4 na regido
rs1877176 para os grupos pacientes com AF e controles estdo representadas na Tabela 2. A
frequéncia do alelo G (mutante) foi de 80,6% nos pacientes com AF e 72,4% no grupo controles,
enquanto o alelo A (selvagem), teve uma frequéncia 19,4% nos pacientes e 27,6% para os
controles. Nao houve diferencas entre os valores das frequéncias observadas e esperadas, ndo
havendo associagao entre esses resultados. Logo, as amostras pertencem a uma populacdo em

equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).
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Tabela 2 - Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo no gene IRF4 na regido

rs1877176 nos grupos pacientes com AF e controle.

Polimorfismo do gene IRF4 rs1877176 AF, n (%) Controles, n (%) p

Frequéncia alélica

Alelo A 28 (19.,4) 47 (27,6)
>(0,05
Alelo G 144 (80,5) 123 (72,3)
Frequéncia genotipica
Gen6tipo AA 2(2,8) 10 (11,8)
Gendtipo AG 24 (33,3) 27 (31,8) 0,226
Genotipo GG 46 (63,9) 48 (51,1)

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: anemia falciforme (AF), Alelo A (alelo selvagem), Alelo G (alelo mutante),

homozigoto selvagem (AA), heterozigoto (AG), homozigoto mutante (GG). Teste do qui-quadrado, p > 0,05.

Quanto as frequéncias genotipicas, os gendtipos dos pacientes com AF e do grupo
controle foram associadas (Tabela 2), obtendo-se os seguintes resultados: 2,8% para o genotipo
AA (homozigoto selvagem), 33,3% para o gendtipo AG (heterozigoto) e 63,9% para o genotipo
GG (homozigoto mutante), e para o grupo controle foram 11,8% para o gendtipo AA, 31,8%
para o genotipo AG e 51,1% para o gendtipo GG. Observou-se que o gendtipo GG foi o mais
frequente nos participantes de ambos os grupos, € que nenhuma associagao significativa foi
observada em relacdo ao polimorfismo nos grupos com e sem a doenga (p>0,226).

A Tabela 3 mostra os resultados da associagdo dos genotipos e da frequéncia alélica
do polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 com as complicacdes clinicas da AF. Ob-
servou-se que houve uma associacao entre a variavel AVC e o polimorfismo (p=0,020). O risco
de pacientes com AF em desenvolver o AVC foi maior com o gen6tipo AA (100%). Em relagdo
a frequéncia alélica, os pacientes com o alelo G tiveram menor risco de desenvolver o AVC
(p=0,0469). Com relagdo as demais variaveis clinicas, ndo houve diferencas em relagdo aos

genotipos e com as frequéncias alélicas.



37

Tabela 3 - Associagdo entre as complicagdes clinicas, os genotipos e a frequéncia alélica do

polimorfismo no gene IRF4 na regido rs1877176 em pacientes com AF (n= 72).

Genotipos, n (%) Frequéncia alélica (%)
L g Alelo Alelo

Complicacdes Clinicas AA AG GG P A p 5
Crise Algicas

Sim 0(0) 5(20,8) 11 (23,9) 16 21

Néo 21000 19(792)  35(761) 990 g4 79 0,3625
AVC

Sim 2 (100)* 2(8,3)° 6 (13)° % 30 18 %

Nio 0 (0)® 22 (91,7)° 40 (87)° 0,020 70 82 0,0469
STA

Sim 1 (50) 11 (45,8) 12 (26,1) 27 16

Nio 1 (50) 13 (54,2) 34 (73,9) 0,210 73 84 0,0583
Alteragdes renais

Sim 1 (50) 8 (33,3) 15 (32,6) 21 19

Nio 1 (50) 16 (66,7) 31 (64,6) 1,00 79 81 0,7237
Doenga cardiaca

Sim 1 (50) 13 (54,2) 20 (43,5) 22 17

Nio 1(50) 11458 26(565 7% 73 83 0,3722
Hepatomegalia

Sim 1 (50) 11 (45,8) 24 (52,2) 18 21

Néo 1 (50) 13 (54,2) 22 (47,8) 0,899 82 79 0,5924
Colelitiase

Sim 1 (50) 13 (54,2) 27 (58,7) 18 21

Nio 1 (50) 11 (45,8) 19 (41,3) 0,901 82 79 0,5924
Osteomielite

Sim 0 (0) 1(4,2) 2 (4,3) 17 20

Nio 2 (100) 23 (95,8) 44 (95,7) 1,000 83 80 0,5849
Infeccoes recorrentes

Sim 0(0) 6 (25) 16 (34,8) 14 22

Néo 2 (100) 18 (75) 30 (65,2) 0,446 86 78 0,1409
Ulcera de
membros inferiores

Sim 1 (50) 11 (45,8) 12 (26,1) 27 16

Nio 1 (50) 13 (54,2) 34 (73,9) 0,210 73 84 0,0583

Fonte: Elaborada pelo autor. Legenda: anemia falciforme (AF), homozigoto selvagem (AA), heterozigoto (AG),
homozigoto mutante (GG), sindrome toracica aguda (STA), acidente vascular cerebral (AVC). *Teste qui-quadrado

p>0,05. As letras minusculas sobrescritas indicam diferengas estatisticas entre os genotipos para a variavel AVC.
Pacientes com o gendtipo AA tem o maior risco de desenvolver o AVC?. A presenca do alelo G confere protecio

contra o risco de AVCP®,

A varidveis do hemograma e marcadores de hemolise foram comparadas em
relacdo aos genotipos do polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 e os resultados
apresentados na Tabela 4. Quanto ao perfil das hemoglobinas, os resultados foram
semelhantes entre os trés genotipos. A HbS teve um percentual proximo da faixa de 80 a 90%,
a HbF mostrou um valor acima de 15% e a e HbA» apresentou resultado menor que 3,5%.
Considerando o valor da Hb, o grau da anemia foi leve. O VCM foi elevado nos trés genotipos

e os leucocitos, neutréfilos e plaquetas apresentaram valores aproximados e dentro da
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normalidade em relagdo aos genotipos. No entanto, quanto aos marcadores de hemolise
reticulocitos e a LDH, estes estavam elevados nos trés genotipos, ¢ a AST e BI tiveram
aumento para o genotipo GG. No entanto, mesmo diante dessas observagdes, ndo foram

encontradas diferencas significativas.

Tabela 4 - Relagdo entre os parametros laboratoriais (hemograma e marcadores de hemolise) e

os genotipos do polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 em pacientes com AF.

Parametros Genétipos (Média + DP)

laboratoriais AA AG GG p
HDF (%) 17,25+2,19 17,48 £ 7,65 16,60 =+ 8,04 0,6586
HbS (%) 78,40 £ 0,42 80,38 £7,77 78,25+ 11,39 0,6912
HbA; (%) 3,0+0,42 3,3+0,65 3,3+0,58 0,6409
Hemoglobina (g/dL) 9,8+0,98 9,4+1,77 9,1 +1,49 0,7186
Hematocrito (%) 28,4 +£2,89 27,2+ 5,08 26,3 + 4,48 0,6669
VCM (fL) 123,7 £ 12,60 110,5 £ 24,93 109,8 £ 13,07 0,2262
HCM (pg) 42,6 4,29 39,4+£4,19 38,1 £4,71 0,2280
CHCM (g/dL) 34,4 £0,05 34,5+ 1,47 34,7+ 1,55 0,8208
Leucécitos (mm?) 8678 + 4557 9520 + 3528 10015 £ 3592 0,7227
Neutrofilos (mm?) 4500 + 2893 5035 £ 2800 5031 £ 2438 0,9313
Plaquetas (mm?) 389600 + 146937 360304 + 119956 346320 + 83863 0,9015
Reticulécitos (/mm?) 244570 £ 79578 239059 + 79019 228161+ 84910 0,7923
AST (U/L) 38,5+2,12 43,2 + 15,65 47,6 +2391 0,9537
BI (mg/dL) 1,05+ 1,05 2,34+£236 2,42 £2,42 0,3021
LDH (U/L) 874 £ 84,85 818,5+£295,3 760,4 +314.4 0,5061

Legenda: anemia falciforme (AF), hemoglobina fetal (HbF), hemoglobina S (HbS), hemoglobina A (HbA.»),
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo da hemoglobina
corpuscular média (CHCM), aspartato aminotransferase (AST); bilirrubina indireta (BI), lactato desidrogenase
(LDH), homozigoto selvagem (AA), heterozigoto (AG), homozigoto mutante (GG). Teste Anova One-way com
pos-teste de Bonferroni para as variaveis com distribuicdo normal ou Teste de Kruskal-Wallis com poés-teste de

Dunn’s para as variaveis com distribui¢do ndo normal.

Comparando-se as concentragdes de HbF em relacdo ao polimorfismo do gene IRF4
na regido rs1877176 nos pacientes com AF, observou-se que os pacientes com o genotipo AG
tiveram concentracdo de HbF um pouco maior em relacao aos outros genotipos, contudo, essa

diferenca nao foi considerada significativa (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9 - Comparagao entre as concentragdes de hemo-
globina fetal (HbF) entre os gendtipos do polimorfismo do

gene IRF4 na regido rs1877176 em pacientes com AF.
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Legenda: Fator regulador de interferon 4 (IRF4), homozigoto
selvagem (AA), heterozigoto (AG), homozigoto mutante (GG). Teste
de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s, p=0,6586.

Devido ao efeito da HU na modulagdo da HbF, os pacientes com AF foram
estratificados conforme o uso e o ndo de HU, de forma a avaliar a influéncia do polimorfismo
do gene IRF4 na regiad rs1877176 apenas naqueles pacientes que ndo utilizavam o farmaco
(Figura 10). Portanto, havia apenas pacientes com os genotipos AG e GG e a associagdo entre

estes genotipos e a concentracdo de HbF ndo demonstrou diferenca significativa.
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Figura 10 - Associacdo da concentracdo de HbF (%)
com os gendtipos AG e GG do polimorfismo do
gene IRF4 na regido rs1877176 em pacientes com

AF sem o uso de HU.
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Legenda: Fator regulador de interferon 4 (IRF4), heterozigoto
(AG), homozigoto mutante (GG), hemoglobina fetal (HbF),
hidroxiureia (HU). Teste exato de Fisher, p=0,3676.

Avaliou-se os niveis séricos de IFN-y entre os grupos pacientes e controles por meio
do teste Mann-Whitney (Figura 11). Esse resultado mostrou um aumento dos niveis de IFN-y

nos pacientes com AF, constatando com a presenga da inflamagao cronica (p=0,0034).
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Figura 11 — Comparagdo dos niveis séricos de inter-

feron-gama (IFN-y) entre os grupos pacientes com AF

e controle.
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Legenda: O grafico revela a diferenca no perfil sérico do IFN-y
entre pacientes e controles, demonstrando o estado inflamatério

cronico na anemia falciforme. * Teste Mann-Whitney, p=0,0034.

Devido ao destaque do IFN- y como um marcador da inflamagao nos pacientes com
AF, verificou-se a associagdo dessa citocina com o polimorfismo do gene IRF4 na regido
rs1877176 dentro do grupo pacientes com AF com e sem o uso de HU. Observa-se na figura
12a que houve uma diferenca significativa dos niveis séricos de IFN- y entre os genotipos AG
e GG (p=0,0249) nos pacientes que utilizaram HU. Com relagdo aos pacientes que ndo utiliza-
ram HU (Figura 12b), € possivel observar que houve diminui¢ao da concentragdo de IFN-y em
relacdo ao gendtipo GG. Logo, a presenca do alelo G (mutante) em homozigose, atua na dimi-

nuicao dos niveis de IFN- vy, com potencial de reduzir o estado inflamatério cronico na AF.



Figura 12 - Associac¢do dos gendtipos do polimorfismo do gene do fator
regulador de interferon 4 (IRF4) na regido rs1877176 com os niveis séri-
cos de interferon-gama (IFN-y) em pacientes com AF com e sem o uso

de hidroxiureia (HU).
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Legenda: Pacientes com anemia falciforme (AF) foram estratificados com e sem o uso
de hidroxiureia (HU). Na figura 12a, observa-se diferenga significativa entre os
gendtipos AG e GG, onde o alelo G, em homozigose, reduziu os niveis séricos de IFN-
v na presenca de HU. No entanto, ndo foi observada associagdo significativa no perfil
de IFN-y sem o uso de HU na figura 12b. Homozigoto selvagem (AA), heterozigoto
(AG), homozigoto mutante (GG). *Teste Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn’s,
p>0,05.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, verificou-se um predominio do sexo feminino e da idade média
de 32 anos nos pacientes com AF. Resultado esse que corroborou com os obtidos em outros
estudos (CRUZ et al., 2016; SARAT et al., 2019). No entanto, Thomson e colaboradores (2023)
encontraram uma prevaléncia semelhante os sexos em pacientes adultos com AF. A ndo
diferenca entre a prevaléncia entre os sexos na doenca se deve ao fato da mesma nao apresentar
alteracdo genética ligada ao cromossomo sexual, mas sim uma alteragdo autossomica recessiva
no gene da beta globina (CRUZ et al., 2016).

Na determinagao das frequéncias alélica e genotipica do polimorfismo do gene
IRF4 na regido rs1877176, o presente estudo mostrou uma maior prevaléncia do alelo G e do
genotipo GG nos pacientes com AF e nos controles, portanto ndo havendo diferenca entre o
perfil genotipico do referido polimorfismo na populagdo com e sem a doenca. A literatura acerca
da frequéncia desse polimorfismo € escassa, nao sendo possivel encontrar dados da mesma na
populagdo portadora de AF. No entanto, mecanismos envolvendo polimorfismos no gene IRF4
em associacdo com diferentes doengas, de carater hematologicas ou ndo, podem ajudar a
formular hipdteses ou a esclarecer como o polimorfismo na regido rs1877176 contribui na
modulagdo das complicagdes clinicas e no perfil inflamatério na AF.

Em relagdo a associacdo do polimorfismo no gene IRF4 na regido rs1877176 com
as complicagdes clinicas na AF, foi observado uma associacdo com o AVC. Wang e
colaboradores (2021) realizaram uma metanalise de estudos com polimorfismos no gene IRF4
nas regides 1s12203592 (C/T), rs62389423 (G/A). O grupo demonstrou que estes
polimorfismos estavam associados com o maior risco de desenvolver melanoma, sindrome
mielodisplédsica (SMD) e da leucemia mieloide aguda (LMA). Um outro estudo verificou que
o polimorfismo do gene IRF4 em rs872071 (A/G) foi fator de risco para desenvolver leucemia
linfocitica cronica e linfoma de Hodgkin (BRODERICK et al., 2010). Tarantini e colaboradores
(2022) avaliaram o impacto da expressdo génica do IRF4 na resposta molecular aos inibidores
de tirosina quinase em pacientes com leucemia mieloide cronica (LMC), demonstrando que o
aumento da expressao génica do IRF4 ao diagndstico e aos 3 meses de tratamento conferiu
remissao molecular preditiva. Jiang e colaboradores (2023) sugeriram que uma mutagcdo no
gene do IRF4 pode estar relacionada com o bom progndstico de linfoma de grandes células.
Embora o estudo de Tarantini e colaboradores (2022) seja avaliando a expressdo e ndo o
polimorfismo do gene IRF4 em doenga hematologica neoplasica, o mesmo contribui de forma

indireta para investigar a fun¢ao do polimorfismo do gene IRF4 na patogénese e na resposta ao
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tratamento em pacientes com AF. Portanto, o presente estudo ¢ inovador e impulsiona para
novas pesquisas.

Destaca-se portanto que no presente estudo verificou-se que o alelo G do
polimorfismo do IRF4 (rs1877176), confere protecao contra o risco de AVC. O AVC ¢ umas
das principais causas de morbimortalidade na doenga e sua fisiopatologia também esta
associada com polimorfismos que podem atuar na disfuncdo do endotélio, bem como, na
coagulagdo e processos inflamatorios, e desta forma, causando vasculopatia cerebral com
estenose de importantes vasos cerebrais como as artérias e cardtida (FAROOQ; TESTAI, 2019;
LOGGETTO et al., 2022). Um estudo realizado com o polimorfismo no gene TNF-a, uma
citocina associada a inflamagao, revelou um efeito protetor do alelo A (mutante) com o risco de
desenvolver AVC em pacientes com AF. Este estudo também demonstrou que o alelo G
(selvagem) do polimorfismo do gene TNF-a, quando em homozigose, apresentou risco trés
vezes aumentado para o desenvolvimento de AVC (HOPPE et al, 2007) Taylor VI e
colaboradores (2002) em um estudo piloto com o polimorfismo no gene VCAMI, na regiao
rs3783613 (G>C), identificaram que tanto a presenca do alelo C (mutante), como também, do
genotipo homozigoto mutante (CC) tiveram efeito protetor contra o risco de AVC, em criancas
com AF e que a presenga do gendtipo CC reduziu a prevaléncia do AVC em 65% desses
pacientes. Polimorfismos podem estar associados entre si, de modo a modular o risco de AVC.
Hoppe e colaboradores (2004) avaliando o efeito sinérgico em vias pro-inflamatorias,
identificaram interagao significativa entre os polimorfismos do receptor de interleucina 4 (IL4R)
e TNF-a, onde o gendtipo de IL4R para o risco de AVC combinado com o gendtipo selvagem
de TNF-a, elevou em 5,5 vezes a chance de criancas com AF desenvolverem AVC. A literatura
reporta diversos trabalhos na busca de biomarcadores genéticos para o risco ou protecao de
AVC, tanto na populacdo pedidtrica como adulta com AF. Destaca-se que o AVC ¢ uma das
principais causas de obito na AF. A incidéncia de AVC isquémico ¢ de 54% de em pacientes
adultos maiores de 30 anos com AF e de AVC hemorrdgico, em uma menor propor¢ao,
acometendo pacientes com idade de 20 a 30 anos (VERDUZCO; NATHAN, 2009; FOX et al.,
2022). Portanto, ¢ necessario que haja, da mesma forma, a investigagdo de moduladores
genéticos nessa populacdo, a fim de estabelecer biomarcadores genéticos que previnam o AVC
em todos os pacientes com AF.

A identificacdo de polimorfismos genéticos que possam modular parametros
laboratoriais na AF também ¢ util para o monitoramento da gravidade da doenca, todavia no
presente estudo, ndo foi encontrada associacdo dos biomarcadores laboratoriais com o0s

genotipos do polimorfismo do IRF-4. Momodu e Yusuf (2018) demonstraram que o percentual
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de HbS acima de 78% aumenta o risco de complicagdes clinicas como AVC e STA em pacientes
com AF. O resultado do perfil eletroforético dos pacientes em estudo demonstrou que para a
HbA,, o valor médio foi acima dos valores de referéncia (2,0 — 3,3%). Resultado corrobora com
a literatura que atribui ao método utilizado bem como a possibilidade da coexisténcia com a
beta talassemia, sendo necessario a realizacdo de andlises moleculares para identificar a
presenca dessa variante (VALAVI; ANSAR ZANDIAN, 2010; DA FONSECA et al., 2015;
MOMODU; YUSUF, 2018). A concentracdo de HbF compreendeu a faixa de 10 a 20%,
intervalo este que segundo Tolu e colaboradores (2019) impacta na sobrevida e diminui¢ao de
crises vaso-oclusivas em pacientes com AF. De fato, a HbF ¢ um importante modulador da AF,
em que sua concentracdo ¢ elevada com o uso de HU, tendo eficacia no tratamento da doenca
ao reduzir eventos como a sindrome toracica aguda e a dor aguda (SILVA; SHIMAUTI, 2006;
STEINBERG; SEBASTIANI, 2012; SANT’ANA et al., 2017). No entanto, a indu¢ao de HbF
pelo uso de HU pode ser variavel entre os pacientes devido a fatores especificos como a idade
e presenca de doengas concomitantes, como também a fatores genéticos como, por exemplo, o
polimorfismo observado no gene BCL11A que podem alterar a resposta a HU (SALES et al.,
2022). Tolu e colaboradores (2019) também observaram que niveis elevados de HbF nao
previnem completamente o aparecimento de complicacdes na AF devido a uma distribuigdo
heterocelular de HbF e com o aumento da idade desses pacientes. Com relagdo aos indices
hematimétricos, 0 VCM se destacou por estar aumentado para os trés genotipos, corroborando
com resultados obtidos em outros estudos (AKODU; NJOKANMA; ADEOLUKEHINDE,
2015; KHALED et al., 2022). Estes autores observaram que a macrocitose na AF ¢ uma
consequéncia da elevada taxa de hemolise, tendo como resposta a atividade hematopoiética
exarcebada.

Quanto a avaliacdo dos biomarcadores de hemolise em relagdo aos genotipos do
polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176, destacou-se o LDH e a contagem de
reticuldcitos, que comumente estdo aumentados na AF, como resultado da hemolise cronica e
da atividade exarcebada da medula 6ssea, respectivamente (GUARDA et al., 2020). A hemolise
¢ um evento primario da inflamacdo, marcada pela liberacio de moléculas que alteram o
equilibrio do NO, causando o dano no endotélio, e sendo assim, os biomarcadores hemoliticos
sao utilizados para o prognostico das complicagdes clinicas na AF (CERQUEIRA et al., 2010;
KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Entretanto, ao avaliar o perfil hemolitico dos
pacientes com AF em relacdo aos genétipos do polimorfismo acima citado, ndo foram
encontradas associagdes significativas.

Quanto a analise do perfil da citocina IFN-y modulada pelos IRF, verificou-se um
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aumento da mesma em pacientes com AF em relagdo ao grupo controle. Resultado este que
corrobora com varios trabalhos da literatura, que demonstraram esse aumento € uma associagao
com o perfil inflamatdrio sistémico na doenga (OJO et al., 2016; KATO et al., 2018; OBEAGY
et al., 2022). Destaca-se ainda que a maioria das complicagdes clinicas na AF estdo associadas
ao processo inflamatorio. Portanto, a doenga ¢ genética, porém com um comprometimento
importante de dano endotelial, que culmina com o processo inflamatorio cronico, sistémico e
nao infeccioso, mas com o envolvimento imune, ativagdo da coagulacdo e aumento do estresse
oxidativo. Elalfy e colaboradores (2018) demonstraram que a inflamacgao cronica na AF ¢ um
ambiente favoravel para a ativacdo imunoldgica de forma exacerbada. Um estudo demonstrou
que o aumento de IFN-y estava relacionado com a elevacdo da expressio de gp91P"* em
mondcitos durante a crise vaso-oclusiva e que este achado induziu a libera¢ao de superoxido e
contribuiu com a inflamagdao (MARCAL et al., 2007).

Com o proposito de verificar a influéncia do polimorfismo do gene IRF4 na regido
rs1877176 com o perfil sérico de IFN-y nos pacientes com AF, observamos que a presenga do
genotipo GG estd associada com a diminui¢do de IFN-y com e sem o uso de HU em relagdo aos
pacientes com o gendtipo AG. Devido a reducdo da inflamagdo proporcionada pela HU, a
contribui¢do do polimorfismo na inflamagao foi mais bem avaliada sem o uso do farmaco. Nao
foi encontrado na literatura associagdes dos genotipos do polimorfismo rs1877176 com
manifestagdes clinicas na AF ou em outras doengas de modo geral. Dados na literatura mostram
que na AF, os niveis séricos de [FN-y estdo elevados tanto no estado estacionario como durante
a VOC, em virtude do processo inflamatério cronico (OBEAGU et al., 2022). Polimorfismos
em genes que codificam proteinas inflamatorias também atuam na suscetibilidade em outras
complicagdes na AF. Joannes e colaboradores (2010) identificaram uma associagao do alelo T
(selvagem) do polimorfismo +874 (rs2430561) do gene de IFN-y com complicacdes infecciosas
em pacientes com AF (ABUGA et al., 2020). Um estudo avaliando polimorfismos nos genes de
varias citocinas em pacientes com AF em estado estacionario, compreendendo dentre elas 1L.4-
T590(C>T) e IL6-174(G>C), identificou que a prevaléncia do gendtipo TT (mutante) da
citocina IL-4 est4 associada com o aumento da expressdo desta citocina e com o estado pro-
inflamatorio da doenca, levantando a hipotese do favorecimento da adesdo tecidual, a indugao
de moléculas de adesdo e a disfuncao endotelial promovidos por IL-4 (GILLI et al., 2016). No
entanto, neste mesmo estudo, o genotipo GG (selvagem) do polimorfismo do gene de 1L6-174
estd associado com o estado inflamatério nos pacientes com AF ao induzir respostas mediadas
por Th17 e o desequilibrio Th17/Treg (GILLI et al., 2016). Um estudo feito com uma mutacao

em IRF4, p. T95R, mostrou que células T produziram menos IFN-y ao serem estimuladas na
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imunodeficiéncia combinada autossomica dominante humana (IRF4 INTERNATIONAL
CONSORTIUM, 2023). Em um estudou experimental com macrofagos M2, foi verificado o
efeito modulador da expressdao do IRF4 sobre as citocinas anti-inflamatorias (HU et al., 2022).
Nesse contexto, podemos inferir que o efeito protetor acima referido do alelo G no AVC esta
em consonancia com os achados da relagdo entre os baixos niveis de [IFN-y com o genétipo GG
na AF.

Nesse contexto podemos evidenciar no presente estudo que o alelo G e o gendtipo
GG do polimorfismo no gene IRF4 na regido rs187776 influenciaram tanto nos niveis de IFN-
v como na protecao do risco de AVC nos pacientes com AF, demonstrando, portanto, o efeito
modulador desse polimorfismo na patogénese da doenga, assim como no prognostico da mesma.
No entanto, estudos com uma amostragem maior, ou mais representativa, devem ser realizados
para consolidar esses resultados. O presente estudo abre uma frente de pesquisas na referida
area nessa populagdo, contribuindo com o melhor entendimento de fisiopatologia, assim como,
no avango da detec¢cdo de novos biomarcadores precoces de prognodstico das complicagdes na

AF.
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6 CONCLUSAO

A determinacao da frequéncia e genotipica do polimorfismo do gene de IRF4 na
regido rs1877176 revelou uma prevaléncia do alelo G e do gendtipo GG nos pacientes com AF
e nos controles. Nao havendo diferenga entre a populacdo com e sem a doenga.

Houve uma associacao do polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 com o
AVC, onde foi possivel observar que pacientes com o genotipo GG tiveram menor risco de
desenvolver este evento, sendo assim, conclui-se que a presenga do alelo G pode conferir uma
prote¢do em pacientes com AF contra o risco de desenvolver o AVC.

Nao houve relagdo do polimorfismo do gene IRF-4 com nenhum biomarcador
laboratorial.

A andlise do perfil da citocina IFN-y demonstrou um aumento da mesma em
pacientes com AF em relagdo ao grupo controle, evidenciando a associagdo com o perfil
inflamatoério sist€émico da doenga.

A associag@o do polimorfismo do gene IRF4 na regido rs1877176 com os niveis de
IFN-y, demonstrou que a presenca do genotipo GG reduz os niveis séricos desta citocina com

e sem o uso de HU, contribuindo com o estado inflamatorio estacionario.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo intitulado “Polimorfismos em genes de fatores reguladores
de interferon em pacientes com anemia falciforme: associagdo com biomarcadores de inflamagdo e reguladores do
ferro.”, o qual esta sendo desenvolvido pela Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves Lemes. Antes de decidir se
deseja participar (de livre e espontinea vontade) vocé deve ler e compreender todo o conteudo e, em caso de
duvidas, a equipe deste estudo respondera as suas perguntas. Ao final, caso decida participar, vocé sera solicitado
(a) a assinar este documento e recebera uma copia.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar como as caracteristicas presentes no sangue influenciam a inflamagao em pessoas
com Anemia Falciforme, de forma que podera beneficiar os portadores de anemia falciforme possibilitando
maiores informacdes sobre a doenga ao profissional de satde 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 puncdo venosa no brago. Também serdo coletadas
informagdes sobre seu exame de sangue (hemograma), frequéncia de crises dolorosas e uso do medicamento
Hidroxiureia, além da idade, sexo, peso e altura presentes em seu prontudrio. Os riscos envolvidos na participagdo
do estudo sdo 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. O sangue coletado
sera transportado em gelo no isopor até o Laboratorio de Bioprospec¢do Farmacéutica e Bioquimica Clinica, do
Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara e, apds analisadas, serdo armazenadas em freezer a -800C
para posterior analise de material genético.

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera oportunistica, plenamente voluntaria e consciente. Nao havera
qualquer forma de pagamento, compensagao material ou prejuizo de sua assisténcia médica. O(a) senhor(a) pode
desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Suas amostras serdo
descartadas através de incineracdo de material biolégico por uma empresa especializada contratada pela
Universidade Federal do Ceara ao fim do estudo (dezembro de 2023). Sua identidade serd mantida em sigilo
absoluto, sendo a divulgacdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a discussdo académica
de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificagdo. Serd, no entanto, permitido o
acesso as informagdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso
aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é
Romélia Pinheiro Gongalves Lemes, endereco para contato: Rua Pastor Samuel Munguba,1210 — Rodolfo Teobfilo,
CEP 60430-372 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 99822-4040.

Se o(a) Senhor(a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do HEMOCE — E-mail: cep@hemoce.gov.ce.br. Caso o(a) Senhor

(a) sinta-se suficientemente informado a respeito das informagdes que leu ou que foram lidas para vocé sobre os
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha remuneracdo
para participar do estudo e se o senhor(a) concorda em participar solicitamos que assine no espago abaixo nas duas
vias do documento. Vocé ficara com uma das vias assinadas por vocé ou seu responsavel legal e pelo pesquisador.

Data: / /

Assinatura do paciente/ representante legal

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
CONTROLE

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo intitulado “Polimorfismos em genes de fatores reguladores
de interferon em pacientes com anemia falciforme: associagdo com biomarcadores de inflamagdo e reguladores do
ferro.”, o qual esta sendo desenvolvido pela Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves Lemes. Antes de decidir se
deseja participar (de livre e espontinea vontade) vocé deve ler e compreender todo o conteudo e, em caso de
duvidas, a equipe deste estudo respondera as suas perguntas. Ao final, caso decida participar, vocé sera solicitado
(a) a assinar este documento e recebera uma copia.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar como as caracteristicas presentes no sangue influenciam a inflamagao em pessoas
com Anemia Falciforme, de forma que podera beneficiar os portadores de anemia falciforme possibilitando maio-
res informagdes sobre a doenca ao profissional de satide o que auxilia na tomada de decisdes e intervengdes tera-
péuticas 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 pungdo venosa no brago no momento da doagdo. Também
serdo coletadas informacdes sobre dados laboratoriais (hemograma), idade, sexo, peso e altura presentes em seu
prontuario. Os riscos envolvidos na participag@o do estudo sdo maiores que o minimo, estando relacionados com
a possibilidade de dor e formagao 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
Bioprospecgdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica, do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara e,
apos analisadas, serdo armazenadas em freezer a -800C para posterior analise de material genético.

A participagdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera oportunistica, plenamente voluntaria e consciente. Ndo havera
qualquer forma de pagamento ou compensagdo material. O(a) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a
qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Suas amostras serdo utilizadas para comparacdo dos
resultados com pacientes portadores de anemia falciforme e, ao fim do estudo, serdo descartadas através de inci-
nerac¢do de material bioldgico por uma empresa especializada contratada pela Universidade Federal do Ceara. Sua
identidade serd mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagdo dos resultados totalmente proibida a terceiros,
ficando restrita a discussdo académica de dmbito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identifi-
cagdo. Sera, no entanto, permitido o acesso as informagdes sobre procedimentos relacionados a pesquisa. Em
qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de
eventuais duvidas. O principal investigador ¢ Romélia Pinheiro Gongalves Lemes, enderego para contato: Rua
Pastor Samuel Munguba, 1210 — Rodolfo Teéfilo, CEP 60430-372 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 99822-
4040.

Se o(a) Senhor (a) tiver alguma considerag@o ou diivida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do HEMOCE — E-mail: cep@hemoce.ce.gov.br. Caso o Senhor (a) sinta-se suficien-
temente informado a respeito das informagdes que leu ou que foram lidas para vocé sobre os propositos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclareci-
mentos permanentes e que sua participagao ¢ voluntaria, que ndo ha remuneragao para participar do estudo e se o
senhor(a) concorda em participar solicitamos que assine no espago abaixo nas duas vias do documento. Vocé ficara
com uma das vias assinadas por vocé ou seu responsavel legal e pelo pesquisador.

Data: / /

Assinatura do paciente/ representante legal

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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Riscos & Baneficios™ foram reliradas do arquive do projeto = das Informagtes Basicas da Pesquisa
(PE_INFORMACOES BASICAS DO _PROJETO_ 2188582 E pdf). Os fatores de ranschicio contralam a
expressdo de conpuntos diversos de genes, aluando coma um imporianie regulador da defesa do
haspedein por meo das resposias celulares. Eles possibilitam uma rapida aleragio & expressio de genes
esnenciais para combaler paldgenos exiraceiulares, sendo ambém relacionados com o perfil das resposias
inflamatdrias. A hemdlise crinica = a frequéncia de spisddios de vaso=oclusio sdo determinantes na
evolucio clinica dos individuos com anemia falciforme (AF). Nessa conlexta, palimodismos de
nucleatides Gnico (IRF-1, IRF-4 & IRF-8] podem causar alt=ragdes as resposias inflamaldrias, visio gue
extio associados diretamenie com a producho de alocinas nflamaldrias. Muitos estudos mostram o papel
do IRF-1 & IRF-B coma impartanie mediador nos processas inflamaidrics & relacionados com grande
rimero de doencas, a saber a AF. Par outro lado, o IRF-4 tem papsl reguiador negalive na resposta, pois
induz cklulas Treg & estimulam & produgio de IL-d & IL-10. O estuda proposto & do lipo transversal,
descritivo & analitice, no qual um grupo de participanies com anemia lalciforme acompanhados no
hemoocenino entre outubrafZ? & julbof23 serio comparados com grupo confrole de doadornes sauddveis. A
andlize inclul o pareamenio de acarda
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cam a idade & sexo. Os dados clinicos (frequéncia de crises dolorozas, uso de hidroxivreia),
epidemialégices (Made, sexo, peso e aliura) & laboratoriais (hemograma e dosagem die hemoglobina fetal)
serdn corsuliados nos pronfudrios. Serd coletada uma amosira de sangue &m buba com gel separador para
as dosagens das cilocinas IMF- e IL-6. Ainda, uma amosira de sangue/EDTA para exiracdo de DNA. Os
palimarfismos de nuclealidea dnico (SHP) de IRF-1 (rs B39), IFF=4 s 12203582 & re 1877 178) & IRF-8 (rs
1051 5811) serfo analissdos por ersaio de discriminacda alélica por PCR am i=mpo real o 7500 Fas) Real-
Time PCR System (Applied Biosysiems, Califorria, LISA)

ConBrasscio oo Passcer: 5.1 85474

Orbjetivo da Pesquisa:

Objetiva geral: Avaliar a ocorréncia dos palimofiemos nos genes de IRF-1, IRF-4 & IRF-8 & o2 marcadores
do cicla do Terra em pacienies com aremia falcforme. Objelivos secunddrios: Analisar a ocorréncia de
polimarfismos nos genes de IRF:1, IRF-d = |IRF-8 &am pacientes com anemia Talciforme & individuos
sauddveis; Realizar a quantificacio sénca de dlocinas inflamalérias em pacienles com anemia falciforme
individuos saudéveis; Identificar a refacio enire a ocoménca de polimorismos & a epressio de cilocinas
inflamaitrias em pacenies com anemia falciforme; Aszociar a ocorréncia de polimofismoes com as crises
vase-gclusivas em pacienies com anemia falciforme; Associar as dosagens séricas de hepcidina,
eritrofer rona & dbocinas inflamabdnas ao grau de anemia & 30 uso de HU de pacientes com AF; Investigar a
associacdo das dosagens séricas de hepadina & enbtraferrana com o perfil da fermo (fermo sérico, femilina
sénca, capacidade total de iigagio do ferro, indice de saluracho do fera, receplor solivel do fermo), nos
pazenies com AF; Avaliar o comporiamenis da hepadina e da erilrofermana em pacientes com AF que
apresentam sobrecarga de femro.

fAvaliacho dos Riscos o Beneficios:

0= rscas s&o minimas & relacionadas & colela de sangue que os packenies (& esido acostumados. Além do
risco de divulgagio de dados pessoais. 0% beneflicos sio grandes pelo mekhor entendimento das causas
dos efeitos inllamaldnos da dosnga.

Comentirios » Consideragies sobre a Pesquisa:

A emenda apresentada diz respeito 3 indusfio de andlise de rés polimorfismos em dois membros da familia
dos fatores reguladores de inlerferon, a saber: IRF-4 (rs 12203552 & rs 1877176) & IRF-B [rs 10515611). A
ezcolha desses polimorfismoes & justificada por sua relacio com a respasia imune & o perfil das resposias
inflamatérias, incluindo a munopalogenicdade da doenga falciforme. Ademais, ndo haverd mudangas
medodoldgicas.
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Corbramcio oo Passcer: 518478

ConsideragBes sobre os Termos de apresentacas obrigatoria:

HEMOCE

Todos as bermos foram devidamenie apressnladas.

Concluzdes ou Pendéncias o Lista de Inadequag Ses:
O Comild de Elica em pesguisa do Cenbro de Hemalologia & Hemolerapia da Ceard analisou o projelo e o

considerou aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
0 pesguisadon{a) deverd apreseniar relaldrio parcial a cada seis meses, & o relaldrio final quando do
l#rmino do esiudo [Resolugio 4662012, Xl2.d e Resolugio S10016, Art. 28, V), via notificagio na

Platafarma Brasl.

Qo ™™

Exte parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionadios:

Tipe Dacumenio Arquiva Pestagam Ao Situacho |
Informaghes Basicas| PE_INFORMADDES BASICAS J1B858 24)06202E AcEita
do Prajeto 2 Elpdf 11:38:42
Praojeto Detalhade ! |Emenda_Projeto_mesirado Luan_finald 24062025 |ROMELLA PINHEIRD| Aceito
Brachura Bex 11:38:18  |GONGALVES
TCLE | Termos de | TCLE_Conbrobe.docs 120972022 RDHELHFIHHEIRD Aceita
Assenfiments | 110801 |GONGALVES
Juslilicativa de LEMES
L Ausencin — _ i
TCLE | Termos de | TCLE_AF .docx 120972022 |ROMELIA PINHEIRO| Acsit
Assenfiments | 11:08:50 |GONGALVES
Juslilicativa de LEMES
ﬁf‘n & Foaslo Folha_ce=_Rosic_Romelia_Lemes.pdl ToDes |RUOMELR PINHEIRG]  Aceta
11:08:10 NES

Outros laltes_|uan pdf 120872022 |ROMELLA PINHEIRD| Aceit
11:06:35 | GONCALVES

Culros TFO_Luan_Rebausas.pdf 120972022 |ROMELA FINHEIRO| Ace=io
110140 NES

Declaragia de TDWA_Luan_Reboucas pdf 120872022 |ROMELA PINHEIRD| Aceitn

Instituicic 1M1:01:11 | GONGALVES

| Infraesirubura __ _ _ _ I.E!ﬁﬁ_ :

Dedaragia de AEP_Luan_Reboucas pdf 120872022 |ROMELIA PINHEIRD| Acsit

Instituigho = 105838 (GONCALVES

| infraesirburs LEMES

Situagio da Parecer:
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Coniromsciin de Pascr: 108474

Aprovada

Mecessita Apreciscao da COMEP:
Mo

FORTALEZA, 17 de Julho de 2023

Assinado por:
Luiz Ivando Pires Ferreira Filho
[Coordenador{al)
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