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RESUMO

Anemia falciforme (AF) tem como principais mecanismos a hemdlise cronica e as crises
recorrentes de vaso-oclusdo (VOC). Ambas sdo responsaveis pelo processo inflamatério
cronico e por danos endoteliais sistémicos. A variabilidade clinica nesses pacientes € de causa
multifatorial, sendo atribuido aos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP). O SNP no gene
do fator regulador de interferon 4 (IRF4) tem sido associado com processo inflamatério em
doencas oncohematolégicas. Embora muitos estudos tenham associado IRF4 a diversas
doencas, poucos tém relacionado esse fator de transcricdo com AF. Nesse contexto, 0 estudo
teve como objetivo avaliar a frequéncia de IRF4 na regido rs12203592 e sua associagcdo com
biomarcadores clinicos e laboratoriais em pacientes com AF. Foram analisados 98 pacientes
com AF (HbSS) em tratamento no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE)
e 79 do grupo controle (HbAA). Dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais foram
coletados dos prontuarios médicos, enquanto a dosagem sérica de interferon-gama (IFN-y) e a
identificacdo do SNP foram obtidas pelo Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatico (ELISA) e por
Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (QPCR), respectivamente. Os dados foram
expressos como média £ EPM, sendo *p<0,05. Notou-se que 55(56,2%) dos pacientes com AF
residiam no interior do estado. O grupo C/C apresentou maior frequéncia 153(86,4%) na
populacdo estudada e ndo foi encontrada diferenca na frequéncia dos alelos entre 0s pacientes
com AF e controle. Pacientes com AF apresentaram um aumento de IFN-y em comparagcdo com
o controle. Os grupos polimorfos (C/T e T/T) apresentaram maiores niveis de bilirrubina direta
(BD), IFN-v e de reticulocitos em comparacdo com o grupo C/C, bem como menores niveis de
hemoglobina total e de hemoglobina fetal (HbF). O grupo T/T apresentou também maior
atividade da alanina transferase (ALT), aspartato transferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e
gamaglutamiltransferase (GGT). IFN-y apresentou correlagdo positiva com ALT, AST, FA e
GGT e correlacdo negativa com HbF. Além disso, HbF apresentou também correlacdo negativa
com ALT e GGT em pacientes que nio fazem uso de hidroxiureia. Acido Urico e GGT séo
influenciados pelo gendtipo, enquanto ureia, lactato desidrogenase e bilirrubina direta por
hidroxiureia (HU). HbF e IFN-y apresentaram area sobre a curva alto. O grupo polimorfo
apresentou maior frequéncia de hepatomegalia, nefropatia falciforme e VOC e maiores chances
de desenvolverem hepatite, sindrome toracica aguda (STA), necrose 6ssea e Ulcera de membros.

Conclui-se que o alelo T esta envolvido com maior susceptibilidade a complica¢fes na AF.

Palavras-chave: Biomarcadores. Doenca falciforme. Polimorfismo de nucleotideo Unico.



ABSTRACT

Sickle cell anemia's (SCA) main mechanisms are chronic hemolysis and recurrent vaso-
occlusion (VOC) crises. Both are responsible for the chronic inflammatory process and
systemic endothelial damage. The clinical variability in these patients has a multifactorial cause,
being attributed to single nucleotide polymorphisms (SNP). The SNP in the interferon
regulatory factor 4 (IRF4) gene has been associated with the inflammatory process in
oncohematological diseases. Although many studies have associated IRF4 with various
diseases, few have linked this transcription factor to sickle cell anemia. In this context, the study
aimed to evaluate the frequency of IRF4 in the rs12203592 region and its association with
clinical and laboratory biomarkers in patients with SCA. 98 patients with AF (HbSS)
undergoing treatment at the Hematology and Hemotherapy Center of Ceard (HEMOCE) and
79 in the control group (HbAA) were analyzed. Sociodemographic, clinical and laboratory data
were collected from medical records, while serum interferon-gamma (IFN-y) dosage and SNP
identification were obtained by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Real-Time
Polymerase Chain Reaction (QPCR), respectively. Data were expressed as mean = SEM, with
*p<0.05. It was observed that 55 (56.2%) of patients with AF lived in the interior of the state.
The C/C group presented a higher frequency of 153 (86.4%) in the studied population and no
difference was found in the frequency of alleles between patients with SCA and controls. AF
patients showed an increase in IFN-y compared to control. The polymorphic groups (C/T and
T/T) had higher levels of direct bilirubin (BD), IFN-y and reticulocytes compared to the C/C
group, as well as lower levels of total hemoglobin and fetal hemoglobin (HbF). The T/T group
also showed greater activity of alanine transferase (ALT), aspartate transferase (AST), alkaline
phosphatase (FA) and gammaglutamyltransferase (GGT). IFN-y showed a positive correlation
with ALT, AST, FA and GGT and a negative correlation with HbF. Furthermore, HbF also
showed a negative correlation with ALT and GGT in patients who do not use hydroxyurea. Uric
acid and GGT are influenced by genotype, while urea, lactate dehydrogenase and direct
bilirubin are influenced by hydroxyurea (HU). HbF and IFN-y showed a high area under the
curve. The polymorphic group had a higher frequency of hepatomegaly, sickle cell nephropathy
and VOC and have a high chance of developing hepatitis, acute chest syndrome (AST), bone

necrosis and limb ulcers. Therefore, the T allele is associated with greater susceptibility to

Keywords: Biomarkers. Sickle Cell disease. Single Nucleotide Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Anemia Falciforme

18

A Anemia Falciforme é uma das doencas hereditarias mais frequente em todo

mundo. E caracterizada como um distdrbio autossémico recessivo hereditario que tem como

causa uma mutacdo pontual no cromossomo 11 no sexto cddon, onde ocorre a troca da base

nitrogenada adenina por timina, fazendo com que o aminoacido glutamato seja substituido por

valina na cadeia da B-globina (figura 1). Essa mutacdo faz com que ocorra a sintese de uma
hemoglobina anormal, denominada de hemoglobina S (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,

2019).

Figura 1 — Esquematizacdo da mutagdo pontual no gene de HBB
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Fonte: adaptado UKEssays (2022).

Em 1910, Herrick relatou um caso de anemia em um estudante, em que os glébulos

vermelhos desse estudante eram peculiares, alongados e em forma de foice. Pauling, em 1949,

descreveu anemia falciforme como uma doenca molecular, tendo como causa a hemoglobina S

(HbS). Ja em 1957, Ingram descobriu que a HbS era causada por uma substituicdo pontual de

um Gnico aminodcido e, em 1963, Goldstein mostrou que essa substituicdo de amino&cido

acontece devido a substituicdo de uma Unica base nitrogenada no cédon 6 (STEINBERG, 1998).
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Existem pessoas que apresentam o gene mutado de HBB (alelo %) combinado com
0 gene normal (alelo HBB), herdando um alelo do pai e outro da mée. Nesses casos, essas
pessoas possuem genotipo heterozigoto (HbAS), sendo identificados com traco falciforme.
Acreditam-se que 300 milhdes de pessoas apresentam essa condicdo no mundo, sendo a maioria
localizados em paises africanos e tropicais onde a malaria é endémica (ASHOROBI et al., 2022).

Em adicdo, esses individuos sdo capazes de transmitir para seus descendentes 0s
genes responsaveis pela AF (figura 2), sendo necessario a orientacdo adequada desses
individuos sobre a possibilidade de gerarem criancas com AF. Com isso, 0 aconselhamento
genético deve ser oferecido a esse publico com a finalidade de educé-los sobre seu status e
permitir que facam escolhas conscientes ao escolher um parceiro sexual (PECKER; NAIK,
2018).

Figura 2— Probabilidade dos portadores do trago falciforme transmitirem a hemoglobina S

Traco falciforme Traco falciforme
PAIS Hb AS X Hb AS
FILHOS AA AS AS SS
Sem doencga Portadores de Com doencga
e sem tragco traco falciforme falciforme
25% 50% 25%

Fonte: Ministério da saide (2013). Legenda: um casal formado por individuos com genétipo heterozigoto (HbAS)
apresentam a mesma probabilidade (25% de chances) de gerarem uma crian¢a com/sem o trago falciforme e
com/sem a doenca. Ademais, esse mesmo casal tem 50% de chance de gerarem um filho com traco falciforme.

1.1.1 Epidemiologia da Anemia Falciforme

A distribuicdo geografica da anemia falciforme esté associada com a endemicidade
da malaria e dos movimentos migratérios (figura 3). A populacio da Africa subsaariana e parte
do mediterraneo, Oriente Médio e india, onde a maléria é endémica, apresenta uma maior taxa
de nascimento, uma vez que a HbS fornece uma protecdo evolutiva contra a malaria grave em
comparacdo com os individuos com hemoglobina A (DAAK et al., 2016).

As células falciformes infectadas com o plasmodium falciparum inibem o
crescimento parasitario por meio do baixo pH presente nessas células. Além disso, 0s

drepandcitos sdo mais efetivamente removidas pelo bago. Ademais, o efeito protetor das células
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falciformes contra a infeccdo da malaria incluem alteracGes da expressdo de moléculas de
adesdo presentes na superficie dessas células, as quais favorecem a interacdo e remocéo destes
por neutréfilos (CAO; VICKERS, 2021).

Os movimentos migratdrios, como o trafico de escravos africanos e as rotas
comerciais de cana de aglicar e especiarias, promoveram uma distribuicdo do alelo B° para as
Américas, Europa e Asia (KATO et al., 2018). No Brasil, entre os séculos XVI e meados do
XIX, acredita-se que mais de 4 milhdes de africanos foram importados do continente africano
para serem escravizados no pais, tendo como origem principalmente paises da costa ocidental
da Africa onde a malaria é endémica (CAVALCANTI, 2019).

Figura 3— Relacéo entre a frequéncia relativa do alelo HbS com endemicidade da malaria
a
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E estimado que nascam 300.000 criangas por ano em todo mundo com DF, sendo a
maioria desses nascimentos nos paises tropicais e subtropicais (figura 4). No Brasil, acredita-
se que cerca de 25 mil a 50 mil brasileiros tenham a doenga falciforme, apresentando o genétipo
homozigoto (HbSS), e que 4% da populacdo do pais possua o traco falciforme, possuindo o
genotipo heterozigoto (HbAS). Essa doenga € frequente em regides que apresentam uma maior
concentracdo de populacdo negra e parda, sendo as regibes Norte e Nordeste do pais com a
maior prevaléncia da doenca em decorréncia da miscigenacdo e da maior concentragdo de
afrodescendentes resultantes do trafico de escravos (DUTRA; BIASSI; FIGUEIREDO, 2021).

Figura 4— NUmeros estimados de nascimento com anemia falciforme por pais
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Fonte: adaptado de Kato et al., (2018). Legenda: a figura mostra os nimeros estimados de nascimento com anemia
falciforme por 100.000 nascimento por pais em 2015.

1.1.2 Fisiopatologia

Em condi¢des de baixa concentracdo de oxigénio, pH &cido e aumento da
temperatura, a HbS forma polimeros que modificam a forma fisica da hemécia, deixando-as em
forma de “foice”. Essa alteracdo na membrana dos eritrdcitos é reversivel caso as células sejam

reoxigenadas novamente, as quais retornam ao estado bicbncavo normal da hemécia. Entretanto,
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apos diversos ciclos de hipoxia/reoxigenacdo, as heméacias tornam-se permanentemente em
forma de “foice” (HENRY et al., 2020).

Atualmente, sdo conhecidas quatro vias patologicas dessa doenga: a polimerizacao
da HbS, a vaso-ocluséo, a disfuncdo endotelial mediada por hemdlise e a inflamacgéo estéril
(figura 5). Em regides com pouca concentracdo de oxigénio, HbS sofre polimerizacéo,
formando estruturas filamentosas que se depositam nas hemécias que leva a alteracdo da forma

fisica da célula, tornando-as semelhantes a uma “foice”, denominadas de drepandcitos
(DALTRO et al., 2020).

Figura 5 - Fisiopatologia da anemia falciforme
a
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Fonte: adaptado Sundd, Gladwin e Novelli (2019).

A interacdo entre os drepandcitos e o endotélio vascular é responsavel pelo processo
de vaso-oclusdo, sendo esse o principal mecanismo patogénico envolvido no curso natural da
doenca. Os eritrocitos contendo HbS apresentam uma maior expressdo de moléculas de adeséo
em sua superficie (como glicolipidios sulfatados, fosfatidilserina (PS), CD36 e VLA-4),

fazendo com essas células apresentem uma maior interacdo com ligantes presentes no endotélio
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vascular (como integrina a5B3, moléculas CD36, fibronectina ¢ VCAM-1) e com outros
componentes da circulagdo, como leucocitos e plaquetas (STUART; SETTY, 1999).

A adesdo dos drepandcitos com o endotélio vascular promove atraso do fluxo
sanguineo em decorréncia do aumento do tempo de transito destas células pela vasculatura,
permitindo a polimerizacdo da HbS que contribui com a formacao de novos drepandcitos. Essas
células blogueiam o fluxo sanguineo, promovendo hipoxia seguida de vasodilatacdo que
causam leséo de isquemia-reperfusdo em 6rgaos-alvo (COOPER et al., 2019.

Os drepandcitos apresentam tempo de meia-vida inferior em comparacdo com
eritrocitos normais em seu formato de disco biconcavo, sendo 21 dias e 180 dias
respectivamente. Nesse sentido, essas células contendo HbS estdo mais propensas a hemolise,
que quando rompidas liberam hemoglobina livre na circulagdo. Essa junto com o grupo heme
livre promovem disfuncéo endotelial, levando a producéo de espécies reativas de oxigénio que
causam danos endoteliais (TALL et al., 2020).

Ademais, a hemolise intravascular promove também a deplecdo de 6xido nitrico
(NO) por meio da acdo da enzima arginase, a qual também esta presente no interior do eritrocito.
Ela tem como funcdo converter a L-arginina, principal substrato de NO, em ornitina. Assim, 0
NO, que é um importante vasodilatador, tem seus niveis reduzidos em decorréncia da
disponibilidade de seu principal substrato, favorecendo a vasoconstricdo que resulta no
surgimentos de novos drepandcitos por meio da baixa concentracdo de oxigénio decorrente da
reducdo do fluxo sanguineo (CAO; VICKERS, 2021).

1.1.3 Complicacdes clinica da anemia falciforme

As sequelas clinicas da AF comecam nos primeiros anos de vida e estende-se ao
longo da vida do paciente, sendo bastante heterogéneas e abrange diversos 6rgaos e sistemas.
Elas podem ser desde assintomaticos até formas incapacitantes ou com uma elevada taxa de
mortalidade. Os fatores socioeconémicos do portador de AF, como acesso a assisténcia médica
e renda, e genéticos, como concomitancia com alfa-talassemia e niveis de hemoglobina fetal,
interferem na gravidade dessa doenca (MONFORT; SENET, 2020).

As complicacbes evidenciadas na AF sdo: episodios de dor induzida por vaso-
ocluséo, infecgdes recorrentes, exarcebacdes agudas da anemia [sequestro esplénico, crise
aplastica (queda de + 3g/dL nos niveis basais de hemoglobina e reticulocitopenia elevada)],
complicagBes cardiacas (cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca diastolica), complicacbes

gastrointestinais e hepatobiliares (calculos biliares, hepatopatia, sobrecarga de ferro,
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hiperbilirrubinemia indireta), complicagfes musculares e esqueléticas (osteonecrose, Ulceras de
membros inferiores), complicacbes neuroldgicas (meningite, derrame, disfuncdes
neurocognitivas), oftalmoldgicas (glaucoma, infarto de retina e retinopatia), pulmonares
(sindrome torécica aguda), renais (injuria renal, necrose papilar), geniturinaria (priapismo),
esplénicas (figura 6) (OGU et al., 2021).

Figura 6 — Complicagdes clinicas associadas a anemia falciforme
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Fonte: adaptado de Kato et al., (2018). Legenda: a figura mostra as complicac¢@es clinicas mais comum observada
em paciente com anemia falciforme. Entre as complicagBes agudas, evento agudo de dor é a mais comum, sendo
necessario atendimento médico imediato. Por outro lado, as complicacfes crénicas podem se estender de dias a
anos, afetando negativamente a qualidade de vida desse publico.
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As complicac6es agudas, como o evento agudo de dor e a sindrome toracica aguda,
sd0 eventos que necessitam de atendimento médico imediato. O acesso ao tratamento no inicio
dos eventos agudos esta associado com a reducdo da mortalidade e a morbidade desse publico.
Entretanto, pacientes com anemia falciforme que apresentam vulnerabilidade socioecondmica
e baixa escolaridade sdo mais susceptiveis ao Obito e as sequelas crénicas (SOUZA, 2021).

As complicacbes cronicas podem se estender de dias a anos, afetando
negativamente a qualidade de vida desses pacientes. As lesdes crbnicas estdo associadas com
danos em multiplos 6rgéos promovidos pela vaso-ocluséo. Essa condicdo resulta no aumento

da demanda do sistema de salde e dos profissionais de salde, 0s quais ja se encontram
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sobrecarregados no Brasil (SAAD et al., 1990).

Em adigdo, transtornos mentais, como depressdo, ansiedade e suicidio, estdo
associados com essa condi¢do, uma vez que tais complicacGes afetam a rotina e 0 humor desses
individuos. As internacdes hospitalares recorrentes interferem na realizagéo de tarefas diarias e
profissionais, sendo essas pessoas mais susceptiveis a apresentar vulnerabilidade econémica
(SOUZA, 2021).

1.1.3.1 Crises dolorosas

Os portadores de AF podem apresentar eventos dolorosos que duram de 4-6 dias a
semanas, 0s quais se apresentam de inicio subito, latejante e agudo. Geralmente, € a primeira
manifestacdo clinica da AF e é o sintoma mais frequente, sendo responsaveis por 90% de todas
as hospitalizagdes por AF. Podem estar presente nos primeiros anos de vida e se manter durante
toda a vida. Episodios recorrentes tém um impacto negativo na qualidade de vida desses
individuos, visto que eles alteram a rotina e 0 humor (ALSHAHRANI; ALGHAMDI, 2021).

As crises vaso-oclusivas sdo provenientes da oclusdo microvascular, gerando dano
tissular isquémico secundario em decorréncia da inflamacéo e da lesdo por isquemia-reperfusao.
A reducdo no fluxo sanguineo causa baixa concentracdo de oxigénio, acidose e alta
osmolaridade, os quais favorecem a polimerizacdo da HbS e a falcizacdo de novos eritrocitos
(COOPER et al., 2019).

A intensidade e a frequéncia das crises vaso-oclusivas variam muito entre 0s
pacientes. O pico de incidéncia ocorre no final da adolescéncia e inicio da vida adulta. As areas
mais frequentemente atingidas sdo as extremidades dos membros superiores e inferiores, peito,
abdémen, articulacdes e costas. Nas criancas, a dactilite, que é caracterizado como edema de
méaos e pés, é geralmente a primeira manifestacdo clinica observada, sendo sinal de alerta
(DARBARI; SHEEHAN; BALLAS, 2020).

Com o avanco da idade, a dor leve e moderada torna-se mais comum. Pacientes
pediatricos apresentam menor probabilidade de sofrerem com essa condicdo do que os adultos.
O diagnostico de crises vaso-oclusivas na DF pode ser confundido com outras complicacGes
dessa doenca, uma vez que muitos sofrem de dor crbnica decorrentes da necrose avascular e da
osteomielite (DAVIES, 1991).

O tratamento dessa condi¢do consiste no manejo sintomatico do episddio de dor.
Sdo utilizados anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINES), como dipirona e paracetamol, no

tratamento da dor leve e moderada e opioides, como a morfina e a metadona, na dor grave.
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Além disso, sdo usadas abordagens ndo farmacoldgicas, como relaxamento, hipnose, calor, gelo
e acupuntura (COOPER et al., 2019).

Em relacédo aos aspectos socioecondmicos, a dor cronica esté associado a uma maior
vulnerabilidade econdmica, visto que esses individuos necessitam se ausentar do emprego em
decorréncia de crises-vasooclusivas, interferindo negativamente na realizacdo da atividade
profissional. Ademais, por essa condi¢cdo ser recorrentes, muitos apresentam quadros de
ansiedade e depressdo (SOUZA, 2021).

1.1.3.2 Manifestacdes gastrointestinais e hepatobiliares

Dentro do trato digestivo, o sistema hepatobiliar € o mais acometido nos pacientes
com anemia falciforme (VATS et al., 2020). As crises vaso-oclusivas na vasculatura do figado,
as multiplas transfusbes sanguineas e a formacéo de célculos biliares sdo as principais causas
dessa condicdo. Acredita-se que entre 10 a 40% desses individuos apresentam disfuncdes
hepatobiliares, sendo as complicacdes hepaticas responsaveis por cerca de 7% dos Obitos de
pacientes portadores de anemia falciforme (CHAGAS; FRIGGI, 2022).

E importante que todos os pacientes com doenca falciforme realizem exames de
rastreio para doenca hepética, incluindo exames laboratoriais, exames de imagem e, se
necessario, biopsia hepatica. Em relacdo aos exames laboratoriais, recomenda-se a dosagem
das aminotransferases e de bilirrubina total e suas fracdes duas vezes ao ano (ALLALI et al.,
2021).

A hepatopatia falciforme é o termo denominado as alteracdes hepaticas que
acometem os portadores de anemia falciforme, podendo ser aguda ou crénica. A crise hepatica
de células falciformes, o sequestro hepatico e a colestase intra-hepatica falciforme séo as
principais manifestacfes aguda de hepatopatia falciforme (SUDDLE, 2019); enquanto a doenca
do calculo biliar (colelitiase e colangiopatia falciforme), a sobrecarga de ferro e as hepatites
virais adquiridas sdo manifestacBes cronicas (GUTTERIDGE; NEWLAND; SEQUEIRA,
1985).

A crise hepatica aguda de células falciformes é decorrente da obstrucdo sinusoidal
por drepandcitos, resultando em lesdo isquémica hepatica transitoria. O paciente apresenta dor
subita no quadrante superior direito do abdémen, hepatomegalia dolorosa, ictericia e febre. Em
relagdo aos achados laboratoriais, apresenta niveis elevados das aminotransferases (AST e ALT)
e hiperbilirrubinemia que tendem a normalizar entre 3 a 14 dias. O tratamento consiste em
hidratacdo e oxigenoterapia (PRAHARAJ; ANAND, 2021).
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O sequestro hepéatico apresenta sintomas semelhantes da crise hepatica.
Clinicamente, os niveis das aminotransferases podem estar normais, entretanto apresenta
hiperbilirrubinemia. Podem apresentar também queda do hematdcrito e aumento de
reticuldcitos. E proveniente da retencdo de quantidade significativa de eritrécito no figado por
meio da fagocitose desses pelas células de Kupffer, ocasionando na dilatacdo dos sinuséides. O
tratamento consiste em suporte, normalizando entre 3 a 4 dias (SUDDLE, 2019).

A colestase intra-hepatica € o acometimento hepatico mais grave da doenca
falciforme. Pode evoluir para insuficiéncia hepatica aguda, além de poderem desenvolver
insuficiéncia renal, coagulopatia e encefalopatia. E resultado da vaso-oclusdo decorrente da
falcizacdo dos eritrocitos nos sinusdides hepéaticos, uma vez que esses sao areas que se encontra
baixa concentracdo de oxigénio, favorecendo a formacdo de novos drepandcitos.
Laboratorialmente, essa condicdo apresenta niveis elevados de aminotransferases e acentuada
hiperbilirrubinemia, além de elevacdo do tempo de protrombina e da razdo normalizada
internacional (INR), acompanhados de diminui¢do do fibrinogénio (ALKHAYYAT et al.,
2020).

Entre 25 a 30% dos pacientes com doenca falciforme apresentam lesdes cronicas
(HOGEN et al., 2020). A colelitiase é o deposito de fluidos digestivos na vesicula biliar. E
caracterizada pelo acimulo de bilirrubina ndo conjugada resultante da hemolise cronica.
Geralmente, os pacientes sdo assintomaticos. Nos sintomaticos, a dor abdominal é o sintoma
mais comum, seguido de nauseas, vomitos e febre. As alteracdes laboratoriais podem expressar
elevacdo discreta das aminotransferases e leucocitose. O tratamento consiste em uso de
antibioticos e analgésicos, além do procedimento cirirgicos nos casos mais graves (SAMUEL,;
JAIN et al., 2022).

A sobrecarga de ferro é outro fator determinantes das lesdes hepaticas crdnicas,
estando associado ao desenvolvimento de fibrose e cirrose hepatica. As transfusées sanguineas
e a hemdlise intravascular sdo responsaveis pelo aumento do estoque de ferro pelo figado. O
tratamento consiste com o uso de quelantes, como a deferoxamina (HOGEN et al., 2020).

As hepatites virais promovem danos nos hepatécitos. Antes da aplicacdo dos
métodos de triagem em doacbes de sangue, os pacientes com doenca falciforme que
necessitavam de maultiplas transfusGes sanguineas estavam sujeitos ao risco de adquirirem o
virus da hepatite B e C, bem como outros agentes etiolégicos transmitidos pelo sangue
(MEHRABANI et al., 2019).

A coexisténcia da doenca falciforme com hepatite viral pode agravar as lesdes

hepaticas, contribuindo com o aumento da mortalidade. Os pacientes falciformes com hepatites
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virais, geralmente, sdo assintomaticos. Nos sintomaticos, sdo observados dor abdominal,
hepatomegalia dolorosa, ictericia e mal-estar. Laboratorialmente, consiste em elevacdo

acentuada das aminotransferases (MAWULI et al., 2022).

1.1.3.3 Manifestac6es musculares, esqueléticas e dermatolédgicas

As Ulceras de membros sdo as principais manifestacdes cutaneas observadas em
pacientes com anemia falciforme. Geralmente, elas aparecem apds a primeira década de vida,
entre 10 a 50 anos, e é mais frequente em pacientes do género masculino. Podem surgir
espontaneamente ou induzidas por pequenos traumas. Elas ocorrem principalmente em areas
com pouca gordura subcutanea, pele fina e baixo fluxo sanguineo, como no terco inferior da
perna. A patogénese inclui hipoxia tecidual decorrente da obstru¢cdo mecénica por hemacias
falciformes, incompeténcia venosa e infec¢Oes bacterianas que levam a necrose (GRANJA et
al., 2020).

O processo de vaso-ocluséo leva adeséo dos drepandcitos com as células endoteliais,
levando a reducéo do fluxo sanguineo e favorecendo processos inflamatérios no limen do vaso.
Além disso, a hemdlise e o estresse oxidativo promovem dano endotelial, bem como a isquemia
e a necrose. As Ulceras de membros observadas nesses individuos sdo resistentes ao tratamento,
podendo permanecer por meses a anos. Elas apresentam alta reincidéncia e sdo susceptiveis a
infeccdo por diversos microrganismos (MONFORT; SENET, 2020).

Por outro lado, a osteonecrose é uma complicacdo Gssea grave que acomete 0s
pacientes com AF a longo prazo. E caracterizada pela morte do tecido 6sseo em decorréncia da
falta de suprimento sanguineo proporcionados pela ocluséo vascular. Nos estagios iniciais, ela
é assintomatica e, com o decorrer da doenca, progride para deterioracdo Ossea, colapso da
articulacdo e artrite degenerativa. A regido mais acometida € o quadril, seguido do joelho,
ombro, tornozelo e coluna. Os individuos que apresentam essa condi¢cdo sentem dor cronica,
sendo motivo de visitas frequentes ao pronto-socorro, mobilidade prejudicada e diminuicdo da
qualidade de vida (DALTRO et al., 2020).

Em adicdo, processos inflamatorios estdo envolvidos com o desenvolvimento e a
progressdo da osteonecrose. E evidenciado nesses pacientes niveis aumentados de citocinas
pro-inflamatorias, como IL-6 e IFN- y. Além disso, ocorre o recrutamento de células do sistema
imune para a regido que estd presente a lesdo osteonecréticas, exacerbando ainda mais o
processo inflamatério presente na regido, como a producgdo de citocinas pré-inflamatdrias
(MILNER et al., 1991).
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1.1.3.4 Manifestacdes renais

As alteracGes renais estao entre as manifestacdes clinicas mais frequentes na anemia
falciforme (figura 7). Podendo aparecer na primeira infancia e se prolongar durante toda a vida
do portador. Elas interferem negativamente na qualidade de vida desses individuos, sendo uma
das principais causas de interna¢Ges hospitalares e ébitos em adultos. O acompanhamento das
funcdes renais nesse publico é necessario para evitar a faléncia desse 6rgéo (LIEM et al., 2019).

Figura 7 - Alteragdes renais na anemia falciforme
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Fonte: adaptado Payan-pernia et al., (2021). Legenda: IRA: insuficiéncia renal aguda. IRC: insuficiéncia renal
cronica.

O rim é susceptivel a formacao de novos drepandcitos, uma vez que a medula renal
apresenta as condicOes ideais para a polimerizacdo de HbS e, consequentemente, a falcizacao
dos eritrécitos. A baixa pressdo parcial de oxigénio (35-40mgHb), o pH é&cido e a alta
osmolaridade presentes na medula renal contribuem com a formacao de novos drepandcitos, 0s
quais promovem obstrucdo dos vasos renais que causam danos glomerulares e tubulares.
Ademais, a isquemia medular induzida pela vaso-oclusdo promove microinfarto e necrose
papilar (ATAGA; ORRINGER, 2000).
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Nefropatia falciforme é o termo denominado para se referir as alteragdes renais
associada a anemia falciforme. A origem dessa doenca é multifatorial, incluindo estresse
oxidativo, lesdo de isquemia-reperfusdo, hemolise, hiperfiltracdo e hipertensdo glomerular. Os
pacientes podem apresentam enurese noturna, poliuria, albuminuria, hematuria, proteinuria e
declinio progressivo da taxa de filtracdo glomerular. Dentre os exames laboratoriais, sdo
dosados os niveis de albumina sérica, ureia, creatina (ATAGA; SARAF; DEREBAIL, 2022).

A hipostendria, que se manifesta como enurese noturna e polilria, aparece na
primeira infancia e é irreversivel até os 15 anos de idade. A reabsor¢do de agua e solutos nesses
individuos sdo prejudicados, levando a redugdo da concentracdo parcial de oxigénio e do pH e
aumento da osmolaridade. Isso favorece com a formacdo de novos drepandcitos e destruicao
dos vasos retos com o tempo em decorréncia de varios ciclos repetidos de isquemia e infarto.
Ademais, a hipostendria aumenta o risco de desidratacdo e de crises vaso-oclusivas (LIEM et
al., 2019).

Acidose tubular renal distal é proveniente da reducdo da secrecdo de ions de
hidrogénio e potéassio. Dentre as causas, a obstrucdo do fluxo sanguineo medular e a hipdxia
secundaria fazem com que a eliminacdo desses ions seja prejudicada, visto que o gradiente
eletroquimico nos ductos coletores estéa reduzido (BELISARIO et al., 2019).

A hematdria € comum em pacientes com anemia falciforme. Pode ser microscopica
ou, na maioria dos casos, macroscopica e autolimitada. E decorrente de eventos vaso-oclusivos
e microinfartos que afetam as papilas renais, causando necrose papilar. Clinicamente, 0s
pacientes podem apresentar desde hematuria macroscopica assintomatica até quadros agudos
que incluem: dor, febre e, nos casos mais graves, insuficiéncia renal obstrutiva aguda. Ademais,
a hemdlise libera para o meio extracelular hemoglobina livre, causando danos oxidativos nas
células tubulares renais. A hemoglobinuria é observada em 15 a 42% dos pacientes com anemia
falciforme, sendo fator de risco de progressao da insuficiéncia renal crénica (AEDDULA et al.,
2022).

Os portados de anemia falciforme podem apresentar também aumento da taxa de
filtracdo glomerular, sendo precedido, geralmente, de albuminuria. A liberacdo de
vasodilatadores na medula renal, como as prostaglandinas, reduz a resisténcia vascular renal e
aumentam o fluxo sanguineo renal. A fracdo de filtracdo é diminuida em pacientes com anemia
falciforme, promovendo perca dos néfrons justamedulares. Ademais, 0 aumento da taxa de
filtracdo glomerular (TFG) est& associado ao aumento da reabsor¢éo de sodio, 2-microglubina
e fosfato, além de induzir a secrecdo de &cido Urico e creatina. A reabsorcdo de sodio aumenta

o0 consumo de oxigénio, promovendo a polimerizacio de HbS (BELISARIO et al., 2019).
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1.1.3.5 Manifestagdes pulmonares

Na sindrome toracica aguda (STA) é observado um novo infiltrado pulmonar visivel
na radiografia de térax combinado com sintomas respiratorios, como febre, tosse, respiracao
rapida (taquipneia), dificuldade respiratdria (dispneia) e baixa concentracdo de oxigénio no
sague (hipoxia). E a causa mais comum de morte em pacientes adultos com anemia falciforme
e a segunda mais comum de hospitalizagdes apds uma crise vaso-oclusiva (MARTI-
CARVAJAL; CONTERNO; KNIGHT-MADDEN, 2019).

O mecanismo envolvido no desenvolvimento desta doenca é multifatorial, sendo o
mais comum o aumento da ades&o dos drepandcitos na microvasculatura pulmonar na presencga
de hipoxia causado pelo processo de vaso-oclusdo e entre outros fatores, como a presenca de
infeccdo, embolia gordurosa pulmonar e isquemia coronariana que culmina em infarto
pulmonar (CHEMINET et al., 2022).

Embora a infeccao seja a principal causadora dessa condicdo em criancas e o infarto
nos adultos, esses dois fatores estdo inter-relacionados e podem ocorrer simultaneamente.
Eventos recorrentes de STA podem causar fibrose pulmonar, hipertensdo pulmonar e
insuficiéncia cardiaca direita. A gravidade da doenca varia de acordo com o estado geral de
satde do individuo, com a idade e com o genotipo. Nesse sentido, alguns individuos apresentam
um risco maior, enquanto outros tém uma amenizagdo do quadro de saide (DOLATKHAH;
DASTGIRI, 2020).

A liberacdo de marcadores inflamatorios e endoteliais e 0 aumento do estresse
oxidativo desempenham papel fundamental no desenvolvimento dessa doenca. A polimerizacéo
de HbS na vasculatura pulmonar resulta na obstrucdo dos vasos pulmonares, onde 0 processo
inflamatdrio gerado pela interacdo dos drepandcitos com o endotélio pulmonar culmina em
isquemia e, consequentemente, morte dos pneumaocitos (YOUSEF et al., 2022).

Intervencgdes precoces e agressivas sdo necessarias para evitar o 6bito. O tratamento
consiste em antibioticos de amplo espectro para tratar a causa infecciosa e uso de
broncodilatadores, como o salbutamol e a terbutalina, para fornecer alivio rapido dos sintomas
ao induzir a vasodilatacdo, aumentando o fluxo sanguineo. A oxigenoterapia € indicada para
prevenir a hipoxia e, consequentemente, a polimerizacdo da HbS na vasculatura pulmonar. Em
casos graves, transfusdes de concentrados de hemacias sdo necessarios para normalizar os
niveis basais de hemoglobina (SANTOLI et al., 1998).
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1.1.4 Diagnéstico laboratorial da anemia falciforme

Diferentes marcadores laboratoriais sdo utilizados no acompanhamento do paciente
com AF, visto que eles orientam a equipe multidisciplinar a conduta terapéutica a ser tomada.
A presenca de alteragdes nesses indicadores podem ser indicativos de complicagcfes graves da
doenca (XAVIER; ALBERTIM, 2021).

O processo de vaso-oclusdo leva a producdo de citocinas pro-inflamatoria, como
IL-6, IL-8, IFN-y, em decorréncia da injuria endotelial e do recrutamento de células imunes. As
dosagens desses marcadores podem orientar a equipe médica sobre o perfil inflamatério em que
0 paciente se encontra (INUSA et al., 2019). Na distensdo sanguinea, encontram-se hemacias
em forma de “foice” (figura 8) que estdo associadas ao quadro hemolitico e ao processo de
vaso-oclusdo, em funcdo da alteragdo da membrana das hemacias falciforme que apresenta
aumento da fragilidade mecénica, perda da elasticidade e plasticidade (XAVIER; ALBERTIM,
2021).

Figura 8 - Esfregaco sanguineo contendo drepandcitos

N 1

Fonte: Zago (2004). Legenda: presenca de heméacias em forma de “foice” em paciente com anemia falciforme.

O exame de hemograma tem como funcgéo avaliar os glébulos vermelhos, brancos
e as plaquetas. Nele pode-se também avaliar indiretamente a medula 0ssea, ou seja, presenca
elevada de células jovens, como reticuldcitos, é indicativo de hemdlise exacerbada e desvio a
esquerda decorrente da liberacio de células jovens na circulacdo. E comum observar também
no hemograma uma diminuicdo do conteudo de hemoglobina, visto que a hemolise é
caracteristica dessa doenca (SUNDD; GLADWIN; NOVELLLI, 2019).

As hemacias apresentam-se geralmente do tipo normocitico e normocrémica,

podendo se tornar macrocitica com alto grau de anisocitose (RDW>15%) e poiquilocitose. A
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concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) pode-se encontrar normal. Os
leucdcitos estardo elevados devido as crises de hemdlise ou infecgdo, bem como as plaquetas
devido a relacdo de atrofia no bago (SANTIAGO et al., 2020).

A presenca de eritrécitos com alteracdo morfoldgica € proporcional a quantidade de
hemoglobina S presente no meio e inversamente proporcional a concentragdo de oxigénio.
Ademais, é evidenciado também a presenca de reticuldcitos no sangue desses pacientes, visto
que a medula éssea tenta compensar a perda de hemécias devido a hemélise crénica com a
liberagdo de células jovens na circulagdo (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

A lactato desidrogenase (LDH) é um marcador de hemoélise intravascular que esta
presente nos glébulos vermelhos, sendo sua elevacdo plasmaética associado a manifestacfes
clinicas da AF, como a hipertensdo pulmonar, priapismo e Ulceras de membros inferiores.
Ademais, os marcadores hepaticos, como as enzimas Alanina Transferase (ALT) e Aspartato
Transferase (AST), bem como os niveis de bilirrubina, principalmente a indireta, estéo elevados
em lesdes hepaticas decorrentes da ocluséo vascular (SANTIAGO et al., 2020).

Existem diversos metodos utilizados para o diagnostico de anemia falciforme.
Dentre os mais comuns, destacam-se a eletroforese em pH alcalino em acetato de celulose e a
analise de morfologia eritrocitaria por meio da técnica de distensdo sanguinea. A eletroforese
da hemoglobina identifica as variantes de hemoglobina por meio da diferenca de carga negativa
e peso molecular (figura 9). Nessa técnica, nota-se que a HbS migra mais lentamente que a
HbA, visto que a substituicdo de um aminoacido negativamente carregado (acido glutamico)
por um neutro (valina), faz com que ocorra uma diferenca na velocidade de migracdo (NAOUM;
SOUZA, 2004).

Figura 9 - Eletroforese de hemoglobina em gel de agarose alcalina

.‘..“‘A

Fonte: Naoum e souza (2004).
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A triagem neonatal para HbS é de fundamental importancia para o diagnostico da
anemia falciforme, visto que a identificacdo precoce da doenga pode prevenir complicacGes e
6bitos na primeira infancia. Desde 2001, o “Teste do Pezinho™ ¢é gratuito e obrigatorio a todos
os recém-nascido no Brasil. Ele tem como finalidade investigar, entre outras doencas, a
presenca de hemoglobinopatias, identificando precocemente variacdes de hemoglobina que
causam doencas, como HbS e HbC. E realizado por meio da técnica de eletroforese de
hemoglobina e, preferencialmente, por HPLC (BRANDOW; LIEM, 2022).

Outra ferramenta utilizada na identificagéo de anemia falciforme na populagéo em
geral é a triagem de doadores de sangue. Desde 1976, é realizado o teste de reconhecimento da
hemoglobina S. Homens e mulheres com tragco falciforme, apesar de serem saudaveis, sao
identificados e orientados sobre o potencial de gerarem criangas com doenca falciforme
(WILSON; ELLSWORTH; KEY, 2020).

1.1.5 Tratamento da Anemia Falciforme

Os medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento da AF s&o a hidroxiureia (HU) e a L-glutamina. A HU foi o Unico farmaco aprovado
pela FDA por quase 2 décadas, sendo em 2017 a L-glutamina aprovada para a prevencao das
complicacdes agudas da AF. Ambos os farmacos atuam na prevencéo das manifestacdes clinicas,
atuando na reducdo da mortalidade e morbidade dessa doenca (VINHAES et al., 2020).

A HU é a principal moduladora do curso da doenca. Ela atua elevando a
concentracdo sérica de HbF, inibindo a polimerizacdo de HbS e, consequentemente, evita a
formacdo de novos drepandcitos. Por outro lado, a L-glutamina eleva a proporcao da forma
reduzida de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) em eritrdcitos falciformes, reduzindo
0 estresse oxidativo. Esse farmaco tem a capacidade de se converter em glutamato no interior
das células, atuando como um precursor da formacéo da glutationa que tem acao benéfica nos
eritrocitos ao apresentar propriedades antioxidantes (ALLARD et al., 2021).

Além desses medicamentos, sdo utilizadas estratégias terapéuticas complementares,
como o uso de anti-inflamatérios e antiplaquetarios para tratar as crises vaso-oclusivas. Sdo
administrados antibioticos para tratar infeccdes recorrentes e, nos casos com niveis basais
alarmantes de hemoglobina, sdo recomendadas transfusGes de concentrado de hemécias para
elevar os niveis de hemoglobina A (CISNEROS; THEIN, 2020).
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Todavia, apesar dessas ferramentas farmacoldgicas serem eficazes na prevencgdo de
complicacOes graves de AF, a expectativa de vida das pessoas que convivem com DF nos
Estados Unidos é de 45-58 anos, em comparacao com a populacdo em geral que é de 78 anos
(LUBECK et al., 2019).

1.1.5.1 Hidroxiureia

Desde 1998, a hidroxiureia (HU), um inibidor da fase S do ciclo celular, é a
principal terapia medicamentosa usada no tratamento da AF. O mecanismo de acgdo desse
farmaco ainda ndo é totalmente compreendido. Os efeitos beneficios da HU na AF sdo
atribuidos principalmente a sua capacidade de elevar os niveis séricos de HbF e dos seus efeitos
anti-inflamatorios, como propiciar a reducdo dos nameros de reticulocitos e leucdcitos
circulantes, inibicdo da expressdo de molécula de adesdo e indugdo da producdo de NO
(YAHOUEDEHOU et al., 2019).

Os pacientes que fazem tratamento com HU apresentam também aumento do
volume da hemacia, reducdo da deformidade da membrana plasmatica e diminuicdo da
viscosidade plasmatica, permitindo um fluxo continuo de sangue pelos capilares. Ademais, a
HU aumenta a concentracdo de hemoglobina total, diminuindo a necessidade de transfusdes de
concentrado de hemacia. Dessa maneira, o tratamento com HU leva a reducdo das células
falciformes, prevenindo as manifestacdes clinica da AF (MANGLA et al., 2022).

De acordo com o Ministério da Saude (2013), os pacientes que fazem uso de HU
deve preencher todos os critérios a seguir: 1) eletroforese de hemoglobina compativel com o
diagndstico de AF (HbSS); 2) idade igual ou maior que 2 anos; 3) possibilidade de comparecer
as revisdes periddicas; 4) beta HCG sérico negativo para mulheres em idade reprodutivo; e
apresentar complicacdes clinicas.

A HU esté disponivel em capsulas em gel solido contendo 500mg do principio ativo.
Apresenta um excelente biodisponibilidade em sua forma oral e é rapidamente eliminada na
circulacdo com meia-vida de 2 a 3 horas na maioria dos adultos e criancas, sendo um
medicamento bem tolerado e com baixa toxicidade a curto ou longo prazo. A toxicidade de
curto prazo mais comum € a citopenia leve, a qual é reversivel (TISDALE; THEIN; EATON,
2020).

Apesar desse farmaco ser um agente quimioterapico bastante utilizado, o risco-
beneficio na AF é aceitavel. A probabilidade de HU causar efeitos indesejaveis é menor do que

0s desfechos fatais gerados pelo curso natural da doenga. A HU pode causar efeitos
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neuroldgicos (letargia, cefaleia, tonturas), gastrointestinais (nauseas, vOmitos, diarreia),
dermatolégicos (alopecia, erupcdo maculopapular, eritema facial e periférico), renais e
hepaticos (elevagdo dos niveis séricos de ureia, creatinina e das aminotransferases), reprodutivo
(efeito teratogénico fetal), hematoldgicos (mielotoxicidade), entre outros. Nesse sentido, €
necessario monitoramento frequente dos efeitos citotoxicos do farmaco, bem como da avaliagdo

da funcdo renal e hepética (Ministério da salde, 2010).

1.2 Interferon-gama e fator regulador de interferon

1.2.1 Interferon-gama

Os interferons (INF) sdo um conjunto de citocinas que estdo envolvidas na defesa
do organismo contra patdgenos, estando envolvidos nas respostas imunes. Sao divididos em
dois tipos, sendo eles: tipo I (INF-a e B) e tipo II (IFN-y). Os interferons alfa e beta sdo
produzidos por diversas células em resposta a infecgéo viral, enquanto IFN-y ¢ produzido por
células do sistema imune apos o reconhecimento do antigeno por células apresentadoras de
antigenos (APC). Eles tém como funcédo efeito antiviral, regulacdo do crescimento celular e
modulacdo da resposta imune, além da capacidade de diminuir a expressdo de oncogénese e
receptores de fatores de crescimento (JORGOVANOVIC et al., 2020).

O IFN-y ¢ o tnico tipo da classe de interferons que pode induzir respostas imunes
inata e adaptativa contra virus, bactérias e tumores. Nesse sentido, essa citocina apresenta um
papel importante no reconhecimento e eliminacdo de microrganismos, coordenando uma
infinidade de funcbes no combate a infeccdo. Dessa maneira, 0 IFN-y é umas das principais
citocinas envolvidas com a inflamacéo, promovendo reacdes inflamatorias ricas em macréfagos
e pobres em eosinofilos dependentes de IgE (CORDEIRO et al., 2022).

O IFN-y é produzido principalmente por células T CD4" e CD8" nas respostas
imunes adaptativas, enquanto na imunidade inata pelas células Natural Killer (NK). Essas
celulas sdo estimuladas por interleucinas (11-12, IL-15, IL-18 e IL-21), patogenos e por IFN-y
num loop de feedback positivo que levam a liberacdo de mais IFN-y. Adicionalmente, essa
citocina também pode estimular a APC a liberar IL-12 (JORGOVANOVIC et al., 2020).

Dentre as fung¢6es do IFN-y, estdo incluidos: 0 aumento da expressdo dos antigenos
do complexo maior de histocompatibilidade I e 1, favorecendo o reconhecimento dos antigenos
pelas células T por meio da interacdo dessas com as células apresentadoras de antigenos; a

ativacdo das células NK que faz com que elas liberem granzimas e perforinas, promovendo
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morte celular. Em mondcito e macréfagos, IFN-y estimula a sintese de fator de necrose tumoral
alfa (TNF- a) e NO (figura 10) (CORDEIRO et al.,2022).

Figura 10 — Principais funces atribuidas ao interferon-gama
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Fonte: adaptado Jorgovanovic et al., 2020. Legenda: IFN-y interage com células do sistema imunes, como células
T, macrofagos e células dendriticas em um microambiente inflamado. Nas células T, o IFN-y inibe células T
reguladoras, estimular a diferenciacdo de célula T virgens para o subconjunto Th1l. Por meio de um loop de
feedback positivo, o IFN-y estimula sua propria producéo nas células Thl e inibe a diferenciagdo de Th2 e Th17. O
IFN-y é necessario para a maturacdo de células T virgens em células T CD8+ efetoras. J4 nas células dendriticas,
essa glicoproteina age na maturacdo dessas células e na regulacdo positiva de MHC 1 e Il. Por outro lado,
nos macroéfagos, o IFN-y estimula a polarizagdo dos macrofagos em diregdo ao fendtipo pro-inflamatério M1 e
aumenta sua capacidade de secre¢do de quimiocinas, as quais atuam recrutando macréfagos e células T para o
local inflamado.

Além disso, essa glicoproteina atua também na diferenciacdo do linfécito T em Thi,
sendo essa célula responsavel pela sintese de moléculas pro-inflamatérias (1L-2, 11-12, IL-6, IL-
8 e IFN-y) envolvidas nas respostas imunes. Assim, o IFN-y ¢ uma molécula efetora robusta
que medeia a protegdo contra uma ampla gama de entidades patogénicas, aléem de ter agéo
imunomoduladora (GAO et al., 2021).
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A producéo excessiva do IFN-y contribui para o agravamento de certas doengas,
como no Lupus eritematoso sistémico (THOMASON et al., 2020). Estudos indicam que o IFN-
Y tem sua concentracdo plasmatica aumentada em pacientes com anemia falciforme, podendo
modular a funcdo de macréfagos e o nimero de células T auxiliares, bem como outros tipos
celulares pré-inflamatérios (JORGOVANOVIC et al., 2020).

Na anemia falciforme, é observado um aumento das citocinas pro-inflamatérias em
comparacdo com as anti-inflamatdrias. A principal glicoproteina que apresenta elevacdo dos
seus niveis séricos nessa condicdo € o IFN-y. Com isso, acredita-se que 0 IFN-y favorega a
manutencdo da inflamacdo generalizada que é caracteristica dessa doenga, uma vez que 0
processo de vaso-oclusdo, principal mecanismo patogénico envolvido com a gravidade dessa
doenca, e favorecido em ambientes pro-inflamatorios (WANG et al., 2022).

Além disso, 0 IFN-y inibe o crescimento de células progenitoras da medula 6ssea
que d&o origem aos eritrocitos maduros, além de reduzir a sintese da cadeia gama de globina
que compbe HbF (CORDEIRO et al.,, 2022). Isso contribui para uma evolugdo clinica
desfavoravel, uma vez que niveis reduzidos de HbF em paciente com anemia falciforme estéo
associados a quadro clinico mais grave (HASHEMI; EBRAHIMZAADEH, 2022).

1.2.2 Familia de Fatores Reguladores de Interferon (IRF)

Os Fatores Reguladores de Interferon (IRF — Interferon Regulatory Factor) sdo uma
familia de fatores de transcricdo que tém como funcéo regular a transcricdo de interferons e a
expressdo de genes induzidos por IFN. Séo proteinas imunomoduladores vitais do sistema
imune inato e adaptativo, apresentando uma multiplicidade de funcdes. Os IRF atuam nas vias
de sinalizacdo do receptor Toll-like (TLR) e IFN, além de participarem da maturacdo e
diferenciacdo de células hematopoiéticas [células mieloides, linfoides (B, T e NK) e células
dendriticas], regulacdo do ciclo celular, apoptose e oncogénese. Sdo divididos em nove
membros, sendo eles: IRF-1, IRF-2, IRF-3, IRF-4, IRF-5, IRF-6, IRF-7, IRF-8 e IRF-9
(JEFFERIES et al., 2019).

Os IRF sdo ativados diretamente por meio dos estimulos de antigenos, sendo o IFN
um importante regulador dos genes do IRF. Os genes regulados por IRF tém sequéncia de
reconhecimento 5-GAAA-3’, a qual IRF tém a capacidade de se ligarem ao DNA, modulando
as respostas celulares. Eles possuem dois dominios de ligacdo: um dominio de ligacdo ao DNA
altamente conservado (DBD), composto por cinco repeti¢des de triptofano na regido N-terminal

que facilita a ligacdo ao DNA, e dominio associado ao IRF (IAD) na regido C-terminal, que é
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um dominio de interacdo proteina-proteina que medeia a interagdo entre os IRF e outros fatores
de transcrigdo. Além disso, IAD contém uma regido autorregulatéria que se liga diretamente ao
DBD e inibe sua ligacdo ao DNA (figura 11) (SUNDARARAJ et al., 2021).

Figura 11 — Dominio de ligagdo do IRF
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Fonte: adaptado Sundararaj et al., (2021). Legenda: a figura representa os dois principais dominio estruturais
presentes na molécula dos IRF: o dominio de ligagdo com o DNA (DBD) e o dominio de associa¢do ao IRF (IAD).
Além disso, nota-se a regido autorregulatoria que esta presente no IAD, inibindo a ligacdo de DBD ao DNA.

Quando padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPSs) e IFN interagem
com TLR e receptores de IFN respectivamente, iniciam-se uma cascata de sinalizacdo que leva
a ativacdo de IRF e sua relocalizacdo para o nlcleo onde eles ativam a expressao génica. Com
isso, eles apresentam a capacidade de interagir com outros parceiros transcricionais, como
STATs e NF-kB, permitindo que os IRF ativem um amplo espectro de genes e controlem

diversas vias de transcricdes vitais para o sistema imunolégico (ANTONCZYK et al., 2019).

1.2.3 Fator Regulador de Interferon 4 (IRF4)

O fator regulador do interferon 4 (IRF4), também conhecido como mieloma

multiplo 1(MUML) e fator regulador de interferon especifico de linfocito (LSIRF), € um fator

de transcricdo que esté presente exclusivamente em células do sistema imune. E o Gnico IRF

que nao é regulado por interferons, sendo ativado pelo receptor TLR, receptor de membrana

CDA40 e pelo receptor de Fator de Necrose Tumoral (TNF) e IL-4 (SUNDARARAJ et al., 2021).

Dentre suas func@es, IRF4 atua na maturacdo e na diferenciacdo de célulasB e T,

regula a expressdo génica de diversos genes induzida por IFN relevantes para uma resposta

imune funcional, além de regular o ciclo celular, apoptose e oncogénese; participando tanto da

imunidade inata quanto adaptativa. IRF4 reprime os principais genes envolvidos no ponto de
checagem mitético, reparo do DNA e vias apoptéticas (COOK et al., 2020).

O IRF4 apresenta dois dominios estruturais ligados por um ligante flexivel (LKD):

um dominio N-terminal de ligagdo ao DNA (DBD), composto por cinco residuos de triptofano

conservados que Ihe permite formar uma conformacéo hélice-alga-hélice que facilita a ligagdo

com o DNA alvo, e um dominio variavel C-terminal associado a IRF(IAD), que tem como
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fungdo permitir a interacdo proteina-proteina com outros fatores de transcri¢do. O dominio IAD
contém uma regido inibitéria (AR) que se liga diretamente a DBD e regula sua interagdo com
o DNA alvo (figura 12) (AGNARELLI; CHEVASSUT; MANCINI, 2018).

Figura 12 — Estrutura geral do IRF4
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Fonte: adaptado de Agnarelli; Chevassut e Mancini (2018). Legenda: A figura esquematiza a estrutura geral de
IRF4. A figura 12A mostra os dominios de ligacdo do IRF4: dominio de ligacdo de DNA (DBD), dominio de
ligacdo (LKD), ativagdo de interferon (IAD) e regido auto-inibitdria (AR). Na figura 12B, observa-se a estrutura
cristalina do IRF4 ligada ao promotor com sequéncia de reconhecimento 5 -GAAA-3".

Embora ndo dependa da inducdo por interferon, eles atuam regulando a ativacao de
genes estimulados por interferon (ISG) ao se ligarem aos elementos de resposta estimulados
por interferon (ISRE), que possuem sequéncia de reconhecimento 5"-GAAA-3". Portanto, 0
fator regulador de interferon 4 atua ativando a expressdo de outros genes durante o
desenvolvimento e diferenciacdo celular, possuindo papel crucial nas respostas imunes
(SUNDARARAJ et al., 2021).

Nas células T, IRF4 apresenta papel central na diferenciacédo e expansédo de células
T CD4* e CD8". Estudos de Lee et al., (2020) em camundongos demonstrou que IRF4 inibe
resposta imunes Th2 e favorece subconjuntos de células T que promovem uma inflamacao
tecidual mais exacerbada. Além disso, eles concluiram que a deplecdo de IRF4 esta envolvida
com respostas imunes prejudicadas, favorecendo infecc@es oportunistas. Ademais, Grusdat et
al., (2014) identificaram que a delecdo de IRF4 apresentaram reducdo da funcéo efetora de T
CD8" em camundongos infectados com o virus da coriomeningite linfocitica, indicando falha
no combate ao patdgeno.

As células B apresentam papel fundamental na resposta imune humoral. O IRF4
induz a expressdo da proteina 1 de maturacdo induzida por linfocito (BLIMP-1), permitindo a
diferenciacdo de células B em células B plasmaticas a partir dos centros germinativos e de
celulas B de memoria (figura 13). Além disso, IRF4 atua na regulacdo da expressdo de

receptores de membrana e na troca de classe de anticorpo, hipermutacéo somatica e resposta do
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centro germinativo. Dessa maneira, esse fator de transcrigdo tem papel essencial na proliferagéo
e sobrevivéncia dessas células (ASSLABER et al., 2019).

Figura 13 — Esquematizacao da expressédo de BLIMP-1 por IRF4

Células B ativadas

Plasmacito

Fonte: adaptado de Agnarelli; Chevassut e Mancini (2018). Legenda: IRF4 age na maturacdo e diferenciagéo de
células B ao induzir BLIMP-1.

Esse fator de transcricdo apresenta tambem papel crucial nas células dendriticas,
uma vez que ele estimula a apresentacdo de antigeno pelas células apresentadoras de antigenos
ao linfécito T, além de induzir a diferenciagdo de macrofagos ao perfil inflamatorio e bloqueia
a geracao de células mieloides supressoras (YANG et al., 2021). Ademais, a superexpressdo de
IRF4 em células dendriticas inibe a ativacdo do inflamassoma, preservando sua capacidade de
estimular as células T CD4* e CD8* (MCDANIEL et al., 2020).

Por fim, sabe-se que o IRF4 esta expresso exclusivamente em células do sistema
imune, logo mutacdo pontual no gene responsavel por codificar a proteina IRF4 faz com que
ocorra um comportamento atipico desse fator de transcricdo. Diversos estudos associam 0
polimorfismo de IRF4 com o desenvolvimento de doencas oncohematoldgicas, como a
leucemia linfocitica cronica (LMC) e o mieloma maltiplo (SUNDARARAJ et al., 2021).

1.3 Polimorfismo genético
Polimorfismo é uma variacdo na sequéncia de DNA que ocorre em uma populacédo

numa frequéncia superior a 1%. A maior incidéncia na populagdo sugere que é um fenémeno

natural com efeito benéfico. Existem diversas classes de variagdo do DNA, sendo o
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polimorfismo de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorfism - SNP) o mais comum,
acontecendo a cada 1.000 pares de base no genoma humano (ZHU; ZHOU, 2020).

SNP é uma mutacdo pontual que ocorre quando um unico nucleotideo ¢ adicionado,
excluido ou substituido na sequéncia de DNA. Por meio da genotipagem, é utilizado para
encontrar a causa de uma doenca genética, como a troca do amino&cido adenina por timina na
anemia falciforme (figura 14), ou avaliar o progndstico da doenca em individuos que

apresentam marcadores genéticos associados a gravidade da doenca (TALL et al., 2020).

Figura 14 — Polimorfismo de nucleotideo Unico que acontece na anemia falciforme

— s ] cmm—— 1] — . 0 id — R PO Po—— T v Alelo 1

Alelo 2

Fonte: Adaptado de Visentainer et al., (2008).

O estudo do SNP fornece informagdes importantes sobre as caracteristicas genéticas
do paciente e dos mecanismos de patogenicidades envolvidos, identificando marcadores
potenciais de susceptibilidade e de gravidade de certas doencas. Com isso, essa ferramenta
auxilia no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais efetiva para cada individuo, além
de obter esclarecimento sobre a influéncia do genotipo no desenvolvimento da doenca (WARD
et al., 2020).

A genotipagem de SNP, como exemplo a identificacdo de polimorfismo no gene de
IRF4 em pacientes portadores de AF, revelaram relacdo entre a presenca do SNP e
manifestacdes clinicas. Khorshied et al., (2018) concluiram que o polimorfismo da endotelina-
1, um potente peptideo vasoconstritor produzidos pelas células endoteliais vasculares, esta
associado ao desenvolvimento de crises vaso-oclusivas e de complicagbes pulmonares em

pacientes pediatricos com AF. Além disso, a presenca do SNP esta associada a diferentes
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manifestacdes da AF, como AVC, Ulceras de perna, hipertensdo pulmonar, osteonecrose e
complicacOes hepatobiliares (TALL et al., 2020).

1.3.1 Polimorfismo no gene do IRF4 rs12203592

O gene de IRF4 esta presente no cromossomo 6, na banda cromossémica p25-p23,
apresentando 9 éxons e 8 introns (Figura 15). O SNP acontece no intron 4, sendo a base
nitrogenada citosina substituida por timina na sequéncia genética. Os individuos podem
apresentar genotipo selvagem (C/C), gen6tipo polimérfico heterozigoto (C/T) ou genétipo
polimérfico homozigoto (T/T) (POTRONY et al., 2017).

Figura 15 — Localizacéo do gene do fator regulador de interferon 4 no cromossomo 6
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Fonte: Vipul e Runging (2014). Legenda: a figura mostra a localiza¢do do gene de IRF4 no cromossomo 6 na
banda cromossémica p25-p23.

A populacdo europeia apresenta uma maior frequéncia do alelo T. Por sua vez, a
populacdo africana e latino-americana apresenta uma maior frequéncia do alelo C (NATIONAL
LIBRARY OF MEDICINE, 2022). Diversos estudos relacionam mutacao pontual no gene de
IRF4 com o desenvolvimento de diversas doencas oncohematoldgicas, como a leucemia de
células T do adulto (CHERIAN et al., 2018).

Foram identificados diferentes polimorfismos de nucleotideo Unico de IRF4. Entre
eles, 0 SNP rs12203592 que é um fator de risco bem estabelecido para cancer de pele. Agnarelli,
Chevassut e Mancini (2018) apontam que had uma maior expressdo de IRF4 em células do
sistema imune, desempenhando um papel vital na modulacdo de genes envolvidos no

desenvolvimento do melanoma.
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Em adicdo, Alamdari et al., (2022) identificaram que esse fator de transcricéo esta
envolvido na diferenciacdo de células T CD4+ virgens nos subconjuntos efetores, como as
células T auxiliares Th2 e Th17. Além disso, IRF4 inibe a expresséo da proteina de morte celular
programada (PD-1) e Helios, que estdo envolvidos com a morte celular induzida de linfécito T
e na diferenciacdo de células T para T regulatérias (Treg) respectivamente, aumentando as
respostas mediadas por células T e as protegendo da apoptose. Portanto, esses individuos
apresentam células T com capacidade funcional inferior, sendo mais propensos ao
desenvolvimento de complicagdes.

Estudos de Asslaber et al., (2019) identificaram que o SNP de IRF4 em
camundongos transgénicos com leucemia linfocitica crénica(LLC) semelhantes com a doenca
humana foram relacionados a uma maior susceptibilidade a LLC. A delecéo de IRF4 especifico
para células T foram associadas a um pior prognostico, contribuindo para o estabelecimento da
doenca. Dessa maneira, o polimorfismo de IRF4 regula negativamente genes envolvidos com a
ativacdo das células imunes. Nas células T, a delecdo de IRF4 especifico para CD4" foi
associado a defeitos na apresentacdo de antigeno por APC, enquanto a reducdo de CD8*
contribuiu com o estabelecimento de infec¢des cronicas.

Emadicdo, Cherian et al., (2018) revelaram que o polimorfismo de IRF4 apresentou
alteracdes nas vias do receptor de células T, na expressdao de CD28 e de NF-kB. Eles concluiram
que o alelo T leva a superexpressdao de IRF4 em células do sistema imune, favorecendo o
crescimento e expansdo clonal de linfocitos T.

Embora muitos estudos tenham associado IRF4 a diversas doengas, como
melanoma multiplo e leucemia linfocitica crénica, poucos tém relacionado esse SNP com
anemia falciforme. Todavia, acredita-se que o polimorfismo de IRF4 esta associado com o
desenvolvimento de complicacdes grave na AF, uma vez que o fator regulador de interferon 4
participa da diferenciacdo e maturacdo de células do sistema imune, além de modular genes

importantes que participam da imunopatogenicidade dessa doenca.



45

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia do polimorfismo de nucleotideo Unico no gene do fator
regulador de interferon 4 na regido rs12203592 e sua associacdo com biomarcadores de

hemdlise, inflamacédo, renais e hepaticos e com manifestacdes clinicas da anemia falciforme.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar os dados sociodemograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com anemia
falciforme.

e Determinar a frequéncia do polimorfismo rs12203592 na populacéo estudada e associar o
genotipo e o alelo com marcadores de hemdlise, inflamatodrios (IFN-y), hematologicos, de
lesBes renais e hepéaticos e com manifestagdes clinicas da AF

e Comparar o0s niveis sericos de IFN-y na populacéo estudada

e Associar 0 gendtipo e o alelo com HbF e com as complicac@es clinicas da AF

e Correlacionar IFN-y e HbF com indicadores de hemdlise e de lesGes hepaticas e renais.

e Investigar o potencial de HbF e IFN-y associado ao polimorfismo como indicadores de

prognostico da AF.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho de Estudo

Trata-se de um estudo transversal, analitico e descritivo de pacientes com anemia

falciforme, realizado no periodo de junho de 2021 a junho de 2022.

3.2 Local da Pesquisa

O presente trabalho teve como local de pesquisa o Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Ceard (HEMOCE). Essa instituicdo foi fundada no ano de 1983 com a
finalidade de atender a demanda transfusional de pacientes do estado do Ceara. Atualmente,
atende cerca de 500 unidades de satde de todo o estado, estando presente em Fortaleza e no
interior do estado. A hemorrede estadual garante a cobertura transfusional a todos os leitos do
SUS no estado, além de atendimento a outras demandas de salde, totalizando mais de 18.000
leitos atendidos (HEMOCE, 2022).

3.3 Casuistica

No estado do Ceara, 0 HEMOCE atende 377 pacientes com doenca falciforme,
sendo desses 195 com anemia falciforme. Em adicéo, no ano de 2022, essa instituicdo recebeu
100.380 doagdes de sangue, sendo mais de 50% das doacgdes realizadas no hemocentro de
Fortaleza (SECRETARIA DA SAUDE, 2023). Dessa maneira, no presente estudo, apos ser
avaliados os critérios de inclusdo e exclusdo da pesquisa (item 3.4 e 3.5), foram inseridos 98
pacientes com anemia falciforme e 79 voluntarios saudaveis de sangue no estudo.

A populacdo foi dividida em dois grupos: anemia falciforme (n=98) e controle
(n=79). O grupo com anemia falciforme é composto por pacientes adultos com diagndstico de
anemia falciforme (HbSS) confirmado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em
acompanhamento ambulatorial no HEMOCE. Por outro lado, o grupo controle é constituido de
individuos adultos saudaveis (HbAA) que se apresentaram de forma voluntaria e espontanea
para doar sangue na referida instituicdo e que ndo apresentavam HbS quando realizado a
eletroforese de hemoglobina.

Os grupo foram estratificados de acordo com o gen6tipo [gendtipo selvagem (CC),

gendtipo polimérfico heterozigoto (CT), gendtipo polimérfico homozigoto (TT)] e com o alelo
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[(alelo C (selvagem) e alelo T(polimérfico)]. Além disso, os pacientes com anemia falciforme

foram estratificados quanto ao uso de hidroxiureia.

3.3.1 Calculo amostral

A férmula abaixo foi utilizada para estimar a propor¢do de uma variavel dicotdmica
numa populagio (FONTELLES; SIMOES; ALMEIDA, 2010):

n=P(1-P).Z2%:

(p-P)°
Onde: P(1 - P) representa a variancia das proporg¢des na populacéo; (p - P) a diferenca minima

a ser detectada entre o valor da proporcao esperada (p) e o verdadeiro valor na populacéo (P);
Z2.» éigual a 1,96. Logo, ao considera que (p) € igual a frequéncia do alelo T na américa latina
(0,139) (National Library of Medicine, 2023) e que (p - P) é igual a 0,05; estima-se que 87

pessoas representam a populacéo analisada.

n = 0,060 [(1 - 0,060). 1,96°] = 87 pessoas
0,052

3.4 Critério de inclusdo e exclusédo do grupo com anemia falciforme

Foram incluidos no grupo com anemia falciforme os pacientes adultos com anemia
falciforme que se encontravam em estado estacionario de Ballas (2009): auséncia de quadro
infeccioso ou inflamatdrio nas quatro semanas anteriores a inclusdo no estudo, auséncia de
admissdo hospitalar nos 2-3 dias anteriores e auséncia de transfusdo sanguinea nos quatro meses
precedentes a coleta. Por outro lado, foram excluidos os pacientes que se autodeclaravam

hipertensos, diabéticos e gestantes.

3.5 Critério de incluséo e exclusédo do grupo controle

Foram incluidos as pessoas adultas, com idade entre 18 e 65 anos, de ambos 0s
sexos, sem diagndstico de anemia falciforme e que se apresentaram de forma espontanea para
doar sangue no HEMOCE. Foram excluidos aqueles que se autodeclaravam hipertensos,

diabéticos e gestantes.
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3.6 Coleta de dados e de amostra

As informacdes sociodemogréficas, clinicas e laboratoriais dos pacientes com
anemia falciformes foram obtidas dos prontuarios médicos presentes no ambulatério do
HEMOCE (figura 16). As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos vacutainer®
com e sem anticoagulante (&cido etilenodiamino tetra-acético - EDTA). A aliquota de soro foi
utilizada para realizar a dosagem dos niveis de IFN- y pelo ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA), enquanto a de sangue total foi usada para obter a extracdo do 4cido
desoxirribonucleico (DNA) e, posteriormente, a identificagdo do polimorfismo de nucleotideo
Unico rs12203592 por reacdo em cadeira de polimerase em tempo real (QPCR).

Figura 16 — Variaveis clinicas e laboratoriais dos pacientes com anemia falciforme

DADOS
DEMOGRAFICOS LABORATORIAIS CLINICOS
IDADE He/Hb PRESSAO SISTOLICA E DIASTOLICA
SEX0 Ht/VCM/CHCM TEMPO DE DIAGNOSTICO DE AF
PESO RETICULOCITO PRESENCA DE COMORBIDADE (DIABETE,
(ABSOLUTO E RELATIVO) HAS, DST, HEPATITE, PNEUMONIA,
ALTURA MALARIA, SEPSE, TUBERCULOSE)
LEUCOCITO / NEUTROFILO / }
CIDADE DE ORIGEM PLAQUETAS INFECCOES RECORRENTES
DATA DE COLETA HbF / HbA / HbA2 / HbS ALTERACOES RENAIS
UREIA/CREATINA/ ACIDO URICO NECROSE OSSEA
DOENCA CARDIACA
LDH/ BILIRRUBINA TOTAL E SUAS
FRACOES DISPNEIA/ ASTENIA
ASTEALT HEPATOMEGALIA
COEFIFICENTE DE RITTIS
(AST/ALT) OSTEOMIELITE
GGT/FA SEQUESTO ESPLENICO

SINDROME TORACICA AGUDA

ULCERA DE MEMBROS

Legenda: Hemécia (He), Hemoglobina (Hb), Hematocrito (Ht), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo
de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM); Hemoglobina Corpuscular Média (HCM); Hemoglobina F (HbF);
Hemoglobina A (HbA2), Hemoglobina A2 (HbA2); Hemoglobina S (HbS), Aspartato transferase (AST), Alanina
transferase (ALT); gamaglutamiltransferase (GGT); Fosfatase alcalina (FA); Lactato Desidrogenase (LDH);
Coeficiente de Rittis € a relacdo entre AST/ALT; Hipertensdo (HAS); Doenga Sexualmente Transmissivel (DST).
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As amostras da populacdo estudada foram analisadas no Laboratério de Pesquisa
em Hemoglobinopatias e Genética das Doengas Hematoldgicas (LPHGDH) do Departamento
de Anélise Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Ceara em parceria com 0
Laborat6rio de Anélises Clinicas e Toxicolégicas (LACT) e com Laboratério de Bioprospec¢do

Farmacéutica e Bioquimica Clinica da UFC.

3.7 Avaliagdo Laboratorial

Os dados laboratoriais foram obtidos dos prontuarios médicos da referida
instituicdo. Os parametros hematolégicos foram obtidos dos hemogramas realizados por meio
automatizado no analisador CELL-DYN Ruby (Abbott®, USA). Os niveis dos tipos de
hemoglobina (HbF, HbA, HbA2 e HbS) foram obtidos por meio da metodologia de HPLC no
equipamento ULTRA 2™ ( Trinity Biotech®, Brazil) e por eletroforese de gel agar-amido pH
8,6. Os marcadores renais (ureia, acido Urico) e creatinina foram obtidos por meio dos métodos
enzimaticos e cinéticos no analisador AU680 (Beckman Coulter®, USA) respectivamente. Em
adicdo, os marcadores de hemolise (bilirrubina total, direta e LDH) foram determinadas por
espectrofotometria no analisador AU680 (Beckman Coulter®, USA). Os niveis de bilirrubina
indireta foram obtidos a partir da subtracdo dos niveis de bilirrubina total com a direta. Além
disso, foi determinado a atividades das seguintes enzimas por métodos colorimétricos: AST,
ALT, GGT e FA no analisador AU680 (Beckman Coulter®, USA).

3.7.1 Determinacdo dos niveis de interferon-gama

A técnica utilizada para dosar os niveis plasmatico de IFN-y no soro dos pacientes
foi ELISA sanduiche, sendo utilizado o Kit de ELISA sanduiche comercial (nimero de catalogo:
DY285B; R&D Systems®, Inc., USA). Em suma, esta técnica baseia-se na ligacdo do IFN-y
com o anticorpo de captura presente no poco da microplaca. Em seguida, € adicionado o
segundo anticorpo que se liga ao IFN-y. Uma solucdo contendo o substrato € adicionada, o qual
reage com o complexo enzima-anticorpo-IFN-y, levando a mudanca da cor da solug&o por meio
de reacdes enzimaticas. A intensidade da coloracdo é diretamente proporcional a concentracao
de IFN-y presente no soro do paciente.

O procedimento consiste, inicialmente, na sensibilizac&o da placa pelo anticorpo de
captura. Esse foi diluido em 1 ml do tampéo fosfato-salino (Phosphate-bufferid Saline- PBS)

na concentragdo de 720 pg/mL. O volume foi ajustado para uma concentragéo de trabalho de 4
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ug/mL, o qual foi retirado 100 pL por poco. Com isso, a placa foi coberta com pléastico filme
e deixada overnight. No dia seguinte, lavou-se com 400 uL de Wash buffer [0,5 mL de Tween20
para 1 L de PBS], sendo em seguida secada. Em seguida, bloqueou-se com 300 pL de diluente
de reagente [10 g de albumina sérica bovina (BSA) para 1 L de PBS], incubando por uma hora
em temperatura ambiente e sendo novamente lavada com Wash buffer.

Posteriormente, foi adicionado 100 pL do padréo e 100 uL das amostras nos pogos
e cobertos com plastico filme, sendo incubadas por duas horas em temperatura ambiente. Apds
esse tempo, secou-se e lavou com 400 pL de wash buffer. Adicionou-se 100 pL de anticorpo de
deteccéo, cobriu-se e esperou por 2 horas, sendo novamente lavada com 400 uL de wash buffer.
Em seguida, adicionou-se 100 uL da solucéo de estreptavidina — HRP e esperou por 20 minutos.
Posteriormente, acrescentou-se 100 u L de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) no escuro e
esperou-se por 20 minutos, sendo em seguida adicionada 50 uL da solugéo de parada [H2SO4

(2N)]. Por fim, leu-se em 450 nm com corre¢do para 570 nm.

3.8 Genotipagem do polimorfismo do fator regulador de interferon 4 na regido rs12203592

3.8.1 Isolamento de DNA do leucécito

Em cada eppendorf, adicionou-se 400 pl de sangue total mais 800 pl de uma
solucéo de lise gelada (SDH®) (LabTest, Brazil). Em seguida, homogeneizou por 30 segundos
no vortex e centrifugou por 10 minutos em 3500 rpm a 4°C. Com isso, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 250 pl PBS e 750 pl de trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA),
deixando por 1 hora no -80°.

O préximo passo do procedimento foi adicionar 200 pl de cloroférmio, agitando
por 15 segundos no vértex e mantendo por 3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
centrifugou-se por 25 minutos em 5000 rpm a 4°C. Depois, acrescentou, em cada tubo contendo
a fase organica, 500 pul de Back Extration Buffer (BEB). Por 1 minuto homogeneizou no vortex
e incubou por 30 minutos no agitador de placa a -25°C. A seguir, centrifugou-se por 15 minutos
em 5000 rpm a 4°C, transferindo o sobrenadante para um novo tubo. Nesse adicionou-se 400
pl de isopropanol, homogeneizando por inversdo e incubando por 1 hora a -20°C. Por fim,

centrifugou-se por 30 minutos em 1400 rpm a 4°C, desprezando o sobrenadante.



51

O pellet obtido foi lavado com 100 pl de etanol absoluto gelado, sendo em seguida
homogeneizado levemente por piparotes e centrifugando por 15 minutos em 1400 rpm a 4°C.
Esse passo foi repetido 2 vezes. Por fim, o sobrenadante foi descartado, invertendo o tubo e o
deixando-o0 nessa posicao para secar o pellet. Quando esse estiver totalmente seco, adicionou-
se 20 pl de &gua milli-Q®. Por fim, para avaliar a qualidade do DNA extraido, as amostras de
DNA foram analisadas no aparelho Nanodrop (Qiagen), onde a relagdo entre a quantidade de
DNA e proteinas foi aferida. As amostras que continham valores dessa relacdo entre 1,7 e 2,0
foram consideradas aceitdveis a serem submetidas a identificagdo do polimorfismo pela

metodologia de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).

3.8.2 Reagéo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR)

O ensaio de genotipagem da TagMan® SNP Genotyping Assay (numero de catalogo:
4351379; AppliedBiosystems®, California, USA) usa a TagMan 5 -nuclease para amplificar e
detectar polimorfismo especificos em amostras de DNA gendmico purificado. E constituida de
duas sondas. Uma sonda é marcada com o fluoroforo VIC® (emite cor verde) para detectar a
sequéncia do alelo 1 (genotipo selvagem) e a segunda com fluoréforo FAM® (emite cor azul)
para detectar o alelo 2 (gendtipo polimorfico) (quadro 1). Por conseguinte, os fluoroforo,
conforme os produtos do PCR iam sendo produzidos, emitiram um sinal fluorescente que

identificava os alelos, possibilitando a genotipagem do polimorfismo.

Quadro 1 — Ligacéo da sequéncia genética com a sonda marcada com o fluoréforo

Fluoréforo
VIC® (Verde) FAM® (Azul)
3- GGG -GGC - CGG -GGT -5 3- GGG -GAC-CGG -GGT -5
Alelo
Selvagem (C) Polimorfico (T)
5-CCC-CCG-GCC-CCA-3 5-CCC-CIG-GCC-CCA-%

Fonte: adaptado Mertens, Ramadori, Mihm (2010).

A genotipagem foi realizada por meio da técnica de reacdo em cadeia de polimerase
em tempo real (QPCR). Antes da manipulacdo das amostras e dos reagentes, foi realizado a

limpeza da capela de fluxo laminar (Simblab, Inc., Brazil) com alcool 70% seguida por
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iluminacéo ultravioleta por 15 minutos. Foram separados para o procedimento: pipetas de 1000,
200 e 10 pl; eppendorf, placa de PCR, selo adesivo para placa de PCR, amostras e as sondas
TagMan® SNP de IRF4.

Na placa de PCR, foi adicionado 2ul de DNA extraido do sangue periférico dos
pacientes. Em seguida, acrescentou-se 0,25 ul da sonda TagMan ® SNP de IRF4 e 5 pul de
TagMan master mix® na mistura. Em seguida, adicionou-se 2,75 pl de agua livre de DNAse.
A placa foi introduzida no equipamento de gPCR [aparelno CFX96 Real-time System (Bio-
RadLaboratories®, Inc., Hercules, California, USA)]. O protocolo utilizado no termociclador
foi dividido em trés etapas: Inicialmente, a amostra fica incubando numa temperatura de 50°C
por 2 minutos, seguida de 95°C por 10 minutos para ativar a DNA polimerase. A etapa seguinte
consiste na desnaturacdo do DNA numa temperatura de 95°C por 15 segundos seguida das
etapas de anelamento e extensdo a 60°C por 1 minuto, sendo repetido esse ciclo 40 vezes. O
resultado da discriminacédo alélica foi representado em grafico pelo programa Bio-Rad CFX

Manager 3.1 System Software (figura 17).

Figura 17 - Curvas caracteristicas das reacdes dos fluoréforos VIC®(cor verde) e FAM®(cor

azul)
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Fonte: Préprio autor. Legenda: a figura representa a distribuigdo alélica obtidos pela reacdo de cadeia de polimerase
em tempo real (QPCR) com o uso de sonda Tagman®. E visualizada as curva caracteristicas das reacdes dos
fluoréforos VIC, que se liga ao alelo C, e FAM, que se ligaao alelo T. A figura 12A expressa a presenca do gendtipo
selvagem (C/C), a 12B o genétipo polimorfico homozigoto (T/T) e a 12C o gendtipo polimérfico heterozigoto
(C/T). RFU= unidade de fluorescéncia.
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3.9 Analise estatistica

Os dados foram coletados e organizados em planilha no programa Microsoft®
Excel (2019). As anélises estatisticas foram obtidas dos programas IBM-SPSS na versédo 20

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e GraphPad Prism na verséo 6, conforme o quadro 2.

Quadro 2 — Variaveis utilizadas em cada teste analitico

Analise estatistica

Variaveis

Teste estatistico

Grupo x Genotipo

Teste de qui-quadrado

Grupo X IFN-y

Teste T ndo pareado

Genotipo x IFN-y

Genotipo x Parametros hematologicos

Tipos de hemoglobina x Genétipo

HbF x IFN-y

Teste One-way Anova com pos teste de Tukey

Alelo x IFN-y

Alelo x Parametros hematoldgicos

Tipos de hemoglobina x Alelo

Teste T ndo pareado

Parametros laboratoriais x Genotipo

Regressao logistica

Parametros bioquimicos x Genétipo

Teste One-way Anova com pos teste de Tukey

IFN-y x Parametros bioquimicos
HbF-y x Parametros bioquimicos

Coeficiente de correlacdo de Pearson
Coeficiente de correlacdo de Pearson

Genotipo x HU x Grupo Modelo Linear Geral
HbF
IFN-y Curva ROC
Frequéncia das cgrnjpr:(ljcagoes clinicas x Teste do qui-quadrado
HbF x Grupo x HbF Regressao logistica binaria

Fonte: Proprio autor. Legenda: Hemoglobina F(HbF), Hidroxiureia (HU), interferon-gama (IFN-y).

Para avaliar a distribuicdo das variaveis, foram utilizados os testes de Shapiro-Wilk
e de Levene. Os testes T ndo pareado e qui-quadrado foram usados para variaveis independentes
continuas e categorias respectivamente. O teste de variancia ANOVA one-way com pos-teste
de Tukey e o modelo linear geral usaram as seguintes variaveis: parametros laboratoriais, uso
de hidroxiureia e genoétipo. A correlacdo de Pearson foi realizada para se avaliar a relacdo de
HbF e IFN-y com parametros laboratoriais. J4 a analise de regresséo logistica binaria foi
utilizada para estimar a razdo de chances (odds ratio) para as variaveis associadas a um quadro
clinico mais grave na anemia falciforme. Em adicdo, a curva ROC (Receiver Operating
Characteristic - ROC) foi utilizada para se avaliar a sensibilidade e a especificidade dos niveis
de IFN- y e HbF.
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As frequéncias genéticas dos alelos C (selvagem) e T (polimdrfico) do
polimorfismo de nucleotideo Unico rs12203592 foram verificadas em relacdo ao equilibrio de
Hardy-Weinberg (HW) através do programa HW_TEST, aplicando-se o teste de qui-quadrado
de Pearson (SANTOS; LEMES; OTTO, 2020). Os dados foram expressos como média + EPM.

O nivel de significancia estatistica utilizado nas andlises estatisticas foi de p<0,05.

3.10 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do centro de pesquisa em
hemoglobinopatias do HEMOCE, sendo aprovado conforme o parecer n° 6.185.474 (Anexo A).
O presente trabalho obedeceu aos principios éticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do
Conselho Nacional de Satde (CNS). Os pacientes que concordaram em participar da pesquisa,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).
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4 RESULTADOS

4.1 Anélises dos dados demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com anemia

falciforme

Dos 98 pacientes com anemia falciforme, 59 individuos (60,2%) eram do sexo
feminino e 39 (39,8%) masculino. A idade média era de 32 anos. Em relagdo a cidade de origem,
55 (56,2%) pacientes moravam no interior do estado, sendo necesséario o deslocamento para
Fortaleza para receber o tratamento adequado. Ademais, 0 tempo médio de diagndstico da
doenca era de 22 anos e 69 (70,4%) pacientes utilizavam hidroxiureia como farmaco de primeira
escolha para o tratamento da AF (tabela 1).

Tabela 1- Parametros sociodemograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes com anemia

falciforme
Parametros sociodemograficos, NuUmero absoluto (%) ou média _
. o o o Amplitude
clinicos e laboratoriais (N=98) (maximo ou minimo)
Sexo
Masculino 39 (39,8%)
Feminino 59 (60,2%)
Idade (anos) 32 18-68
Cidade de origem
Fortaleza 41 (41,8%)
Interior do estado do Ceara 55 (56,2%)
Outros estados 2 (2,0%)
Tempo de diagndstico (anos) 22 2-49

Uso de hidroxiureia
Sim 69 (70,4%)
Nao 29 (29,6%)

Nota: os valores foram expressos como nimero absoluto (%) ou média (minimo e maximo).
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4.2 Determinacéo da frequéncia do Polimorfismo rs12203592 na populagdo estudada

Foram identificados os gendtipos e os alelos do gene de IRF-4 da populacdo
estudada. Do total, 153 (86,4)% apresentavam o gen6tipo selvagem (C/C), 18 (10,2%) gendtipo
polimorfo heterozigoto (C/T) e 6 (3,4%) gen6tipo polimorfo homozigoto (T/T). Dentre 0s
pacientes com anemia falciforme, notou-se que 12 pessoas (12,2%) apresentaram genétipo C/T,
5 (5,1%) genotipo T/T e 81 (82,7%) gendtipo C/C. Ademais, foi avaliado também se os grupos
apresentavam as frequéncia dos gendtipos e dos alelos semelhantes, tendo como finalidade
avaliar se o polimorfismo estaria vinculado a AF. Diante disso, verificou-se que ndo houve
diferenca entre os grupos, indicando que esses apresentavam o mesmo perfil quanto ao perfil
genético (p=0,218) (tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia do polimorfismo rs12203592 na populacéo estudada

Genatipos
CIC CIT TIT Total C T
Controle 72 6 1 79 148 8
(91,1%) (7,6%) (1,3%) (100%) (46%) (26,7%)
Paciente 81 12 5 98 174 22
(82,7%) (12,2%) (5,1%) (100%) (54%) (73,3%)
Total 153 18 6 177 322 30
(86,4%) (10,2%) (3,4%) (100%) (100%) (100%)
p 0,218 0,054

Legenda: Genétipo polimorfo heterozigoto (C/T), Gen6tipo polimorfo homozigoto (T/T) e Gendtipo selvagem
(C/C). Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP). Alelo C: referéncia; Alelo T: mutado. Nota: Teste de qui-
quadrado; *p<0,001.

4.3 Determinacéo do equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncia genotipica e alélica na populacdo estudada foram avaliadas com a
finalidade de avaliar se as frequéncias estdo em equilibrio com o principio de Hardy-Weinberg.
Diante disso, notou-se que a populacdo estudada ndo se encontra em equilibrio com o principio
de Hardy-Weinberg (*p<0001), indicando que os fatores evolutivos atuam na frequéncia do

polimorfismo na populagéo avaliada (tabela 3, figura 18).
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Tabela 3 - Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo rs12203592 nos pacientes com

anemia falciforme e controle

SNP rs12203592
Controle Pacientes com anemia falciforme
Gendtipo

N: 79 FG(%) N: 98 FG(%)

CcC 72 91,1 81 82,7

CT 6 7,60 12 12,2

TT 1 1,30 5 51
Alelos N: 79 FA(%) N: 98 FA(%)

C 148 94,9 174 88,8

T 8 51 22 11,2

p <0,0001

Legenda: Genétipo polimorfo heterozigoto (C/T), Genétipo polimorfo homozigoto (T/T) e Genétipo selvagem
(CIC). Frequéncia alélica (FA). Frequéncia genatipica (FG). Polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP). Nota: Teste
de qui-quadrado; *p<0,001.

Figura 18 — Determinacéo do equilibrio de Hardy-Weinberg para SNP rs12203592 na populacéo
estudada

A) Controle B) Pacientes com anemia falciforme

1.0 1.0 4

0.0-

0.0-

Legenda: Gréfico ternario do equilibrio de Hardy-Weinberg para SNP rs12203592 no grupo controle (Figura 18A)
e no grupo com anemia falciforme (figura 18B). Os pontos vermelhos esquematizam a distribui¢do genotipica
esperada e 0s pontos pretos os observados.
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4.4 Analise dos niveis séricos de interferon-gama na populagdo estudada

Considerando que a frequéncia do polimorfismo ndo teve diferenga entre os grupos
controle e com anemia falciforme, foi avaliado se a presenca de AF interfere nos niveis séricos
de interferon-y, uma vez que essa citocina se apresenta elevada em processos inflamatérios
cronicos. Diante disso, notou-se diferenca dos niveis plasmaticos de IFN-y entre os grupos
controle e com anemia falciforme (*p=0,039), indicando que, em média, 0 grupo com anemia
falciforme (57,6 + 2,99 pug/mL) apresentou maiores concentraces plasmaticas de IFN-y em
comparagao ao grupo controle (47,8 £ 3,75 pug/mL), resultando num aumento percentual de 17%
(figura 19).

Figura 14 — Comparagdo dos niveis séricos de interferon-gama entre pacientes e controle
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Legenda: IFN- y: interferon gama. Nota: *p= 0,039, Teste T ndo pareado.

4.5 Niveis séricos de Interferon-gama de acordo com o genotipo nos pacientes com anemia

falciforme

Sabendo que os pacientes com anemia falciforme apresentaram maiores
concentragdes de IFN- y que o controle, decidiu-se verificar se o polimorfismo de nucleotideo
Gnico no gene de IRF4 interfere nos niveis dessa citocina. Para isto, 0 grupo com anemia
falciforme foi estratificado em grupos de acordo com o gendtipo, sendo as concentragdes séricas

de IFN-y comparadas de acordo com o perfil genético de cada grupo (figura 20).
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Figura 15 — Comparacdo dos niveis séricos de interferon-gama de acordo com o gendétipo nos

pacientes com anemia falciforme
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Legenda: Gendtipo polimorfo heterozigoto (C/T), Gen6tipo polimorfo homozigoto (T/T), Gen6tipo selvagem
(C/C); IFN- y: interferon gama. Nota: ****p =<0,001, teste One-way ANOVA com poés-teste de Tukey.

Diante disso, quando se comparou 0s niveis dessa citocina entre 0s grupos com
genotipo polimorfo, C/T (93,1 + 11,0 pug/mL) e T/T (105 + 5,40 pug/mL), e selvagem (49,4 +
2,37 pg/mL) observou-se diferenga (****p=<0,001), principalmente no grupo T/T que teve
mais do que o dobro das concentragdo do grupo selvagem. Todavia, ndo foi observada diferenca
quando comparou os grupos polimorfos entre si, visto que 0s dois grupos apresentaram valores

proximos um do outro.

4.6 Niveis séricos de interferon-gama de acordo com os alelos nos pacientes com anemia

falciforme

Sabendo que os grupos polimorfos (C/T e T/T) apresentaram maiores concentracdes
de IFN- y que o selvagem (C/C), verificou-se 0 alelo polimorfico (T) interfere nos niveis de
IFN-y. Para isto, os pacientes com anemia falciforme foram divididos em grupos em rela¢éo ao
alelo. Diante disso, notou-se diferenca entre os grupos (****p<0,0001). O grupo contendo o
alelo T (96,6 + 7,9 pg/mL) apresentou maiores concentracdes séricas de IFN- y em comparagao

com o grupo contendo o alelo C (49,4 + 2,37 ug/mL) (figura 21).
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Figura 16 — Comparacdo dos niveis séricos de interferon-gama de acordo com os alelos nos

pacientes com anemia falciforme
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Legenda: Alelo T: presenca do polimorfismo rs12203592; Alelo C: auséncia do polimorfismo rs12203592; IFN-
y: interferon gama. Nota: ****p =<(,0001, teste T ndo pareado.

4.7 Analise da influéncia dos genotipos nos parametros hematologicos nos pacientes com

anemia falciforme

Considerando que o genotipo influencia nos niveis séricos de interferon-gama,
decidiu-se verificar também se ele apresenta influéncia nos parametros hematolégicos. Diante
disso, notou-se que os parametros hemoglobina (*p=0,042), reticuldcitos (*p=0,026) e
porcentagem de reticuldcitos (*p=0,024) apresentaram diferenca de acordo com o gendtipo.

O grupo polimorfo heterozigoto (C/T) apresentou maiores concentracGes de
hemoglobina (10,3 + 0,29 milhdes / mm®) quando comparado ao grupo polimorfo homozigoto
(T/T) (8,07 + 0,93 milhdes / mm?3). Além disso, os grupos C/T (242408 + 31277
células/mm?;8,38 + 1,08%) e C/C (210735 * 7533 células/mm?; 8,89 + 0,41 %) apresentaram
valores tanto absoluto quanto relativo de reticulocitos menores em comparagdo com 0 grupo
T/T (299525 + 16625 células/mm?®;13,9 + 2,39 %) (figura 22).
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Legenda: Gendétipo polimorfo heterozigoto (C/T), Genétipo polimorfo homozigoto (T/T), Genétipo selvagem
(C/C). Nota: teste One-way ANOVA com péds-teste de Tukey, *p<0,05.

4.8 Andlise da influéncia dos alelos nos parametros hematoldgicos nos pacientes com

anemia falciforme

Considerando que o genotipo influencia nos parametros hematologicos, verificou-

se 0s alelos influéncia nesses indicadores biologicos. Diante disso, observou-se gue os valores

de reticuldcitos absoluto (*p=0,021) apresentaram diferencas de acordo com os alelos. O grupo

contendo pacientes com alelo T (256688 + 24344 células/mm?3) apresentaram maiores valores

absolutos de reticulécito em comparacdo com o grupo contendo pacientes comalelo C (210735

+ 7533 células/mm?) (figura 23).
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Figura 1819 — Comparagdo dos pardmetros hematologicos de acordo com os alelos nos

pacientes com anemia falciforme
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Legenda: Alelo T: presenca do polimorfismo no gene de IRF 4; Alelo C: auséncia do polimorfismo no gene de IRF
4. Nota; *p=0,021, teste T ndo pareado.

4.9 Andlise da influéncia do gendtipo e do alelo nos tipos de hemoglobina em todos 0s

pacientes com anemia falciforme

Comparou-se também se os niveis dos tipos de hemoglobina sofrem influéncia do
genotipo e dos alelos, obtendo diferenca entre os grupos (**p<0,001). Os grupos C/T (11,8 +
1,03%) e T/T (10,7 £ 1,71 %) apresentaram menores concentracdes de HbF em comparacao
com C/C (19,2 £ 0,91%) (tabela 4). Além disso, o grupo contendo pacientes com alelo C (11,5
+ 0,87%) apresentaram maiores concentracfes de HbF em comparacdo com o grupo contendo
pacientes com alelo T (19,3 + 0,91%) (tabela 5).

Tabela 4- Tipos de hemoglobina de acordo com o gen6tipo nos pacientes com anemia falciforme
SNP rs12203592

Paréametro CIT TIT c/iC P
HbF (%) 11,8 +1,03 10,7+ 1,71 19,2+ 0,91 <0,001**
HbA2 (%) 3,49 £ 0,23 3,08 £0,20 3,36 + 0,060 0,392
HbS (%) 815+141 79,5+ 3,05 79,2+1,19 0,745

Legenda: Gendtipo polimorfo heterozigoto (C/T), Gendétipo polimorfo homozigoto (T/T) e Gen6tipo selvagem
(C/C). Polimorfismo de nucleotideo unico (SNP). Nota: *p<0,05. teste One-way ANOVA com pos-teste de Tukey.
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Tabela 5- Tipos de hemoglobina de acordo com os alelos nos pacientes com anemia falciforme
SNP rs12203592

Parametro Alelo T Alelo C P
HbF (%) 11,5+ 0,87 19,2 +0,91 *xxx<() 001
HbA2 (%) 3,37+£0,17 3,36 £ 0,06 0,944
HbS (%) 80,9+ 1,36 79,2+ 1,19 0,7510

Legenda: Alelo T: presenca do polimorfismo no gene de IRF 4; Alelo C: auséncia do polimorfismo no gene de IRF
4. Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP). Nota: *p<0,05. teste One-way ANOVA com pds-teste de Tukey.

4.10 Andlise da influéncia do polimorfismo nos niveis de hemoglobina fetal nos pacientes

com anemia falciforme que ndo fazem uso de hidroxiureia

A analise estatistica foi novamente realizada excluindo os pacientes que faziam uso
de hidroxiureia com a finalidade de determinar a HbF sem a interferéncia do uso desse farmaco,
uma vez que a HU tem como acdo principal elevar os niveis de HbF. Dessa maneira, notou-se
que C/T (12,0 £ 1,11 %) apresentou menores concentracbes de hemoglobina fetal em
comparagdo com C/C (19,1 £ 0,935%) (**p=0,001) (Figura 24).

Figura 21 —Niveis de hemoglobina fetal de acordo com o genotipo nos pacientes que nao fazem

uso de hidroxiureia
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Legenda: Gen6tipo heterozigoto polimérfico (C/T), Genétipo homozigoto polimérfico (T/T) e Genétipo selvagem
(C/C), Hemoglobina fetal (HbF). Nota:**p=0,001, teste one-way ANOVA com poés-teste de Tukey.



64

Avaliou-se também se o alelo T interferia nos niveis de HbF nos pacientes com
anemia falciforme que ndo fazem uso de hidroxiureia. Diante disso, notou-se que 0 grupo
contendo pacientes com alelo T (11,6 £ 0,99 %) apresentou menores concentraces de
hemoglobina Fetal em comparacdo com o grupo contendo pacientes com alelo C (19,1 £
0,935%) (Figura 25).

Figura 22 - Niveis de hemoglobina fetal de acordo com o alelo nos pacientes que ndo fazem
uso de hidroxiureia
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Legenda: Alelo T: presenga do polimorfismo rs12203592; Alelo C: auséncia do polimorfismo rs12203592;
Hemoglobina Fetal (HbF). Nota: *p <0,005, teste T ndo pareado.

4.11 Correlacdo dos niveis de hemoglobina fetal e interferon gama dos pacientes com

anemia falciforme que nédo fazem uso de hidroxiureia (C/T, T/T e C/C)

Nesse contexto, considerando que 0s testes anteriores mostraram que 0s niveis de
HbF e de IFN-y sofreram influéncia do polimorfismo, decidiu-se verificar se estas variaveis
apresentam relacdo linear. Com isso, obteve-se uma correlacdo negativa moderada (r=-0,417)
entre essas duas variaveis, indicando que quanto menores 0s niveis séricos do IFN-y maiores
eram os de HbF (Figura 26).
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Figura 23 - Correlagdo da hemoglobina fetal com os niveis séricos de interferon-gama nos

pacientes que ndo fazem uso de hidroxiureia
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Legenda: interferon-gama (IFN-y), r (coeficiente de correlacdo). Nota= ***p<0,05; teste de correlacdo de

Pearson.

4.12 Analise da influéncia do gendtipo nos parametros bioquimicos nos pacientes com

anemia falciforme

Verificou-se também se o gendtipo influencia nos parametros bioquimicos, visto
que o grupo com gendtipo polimorfo, sobretudo o grupo T/T, apresentou maiores concentragcdes
de IFN-y e menores de HbF. Dessa maneira, obteve-se diferenca nos seguintes indicadores de
lesbes hepatica: bilirrubina direta (**p=0,009), ALT (*p=0,020), fosfatase alcalina (*p=0,043)
e Gamaglutamiltransferase (*p=0,015).

Os niveis plasmaticos de bilirrubina direta estdo aumentados no grupo T/T (1,16
0,085 mg/dL) em relacdo a C/T (0,550 + 0,102 mg/dL) e C/C (0,557 + 0,043 mg/dL) (figura
27A). A enzima alanina transferase (ALT) apresentou maior atividade no grupo C/T (41,3 £
3,69 U/L) em comparagdo com T/T (22,0 + 1,48 U/L) e C/C (29,4 + 1,63 U/L) (figura 27B).

Adicionalmente, a enzima Fosfatase Alcalina (FA) apresentou maior atividade no grupo T/T
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(318 + 45,4 U/L) em comparagdo com C/T (218 + 23,5 U/L) e C/C (218 + 8,94 U/L) (figura
27C). Por fim, o marcador hepatico Gamaglutamiltransferase (GGT) apresentou uma maior
atividade no grupo T/T (108 + 16,7 U/L) em relacdo ao grupo com genotipo C/T (99,0 + 36,2
U/L) e C/C (54,4 + 5,16 U/L) (figura 27D).

Figura 24 - Comparacdo dos parametros bioquimicos de acordo com o gendtipo nos pacientes

com anemia falciforme
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Legenda: Gendtipo polimorfo heterozigoto (C/T), Genétipo polimorfo homozigoto (T/T), Genétipo selvagem
(C/C); Alanina Transferase (ATL). Nota: *p<0,05.Teste One-way ANOVA com poés-teste de Tukey.

4.13 Analise da influéncia dos alelos nos parametros bioquimicos nos pacientes com

anemia falciforme

Verificou-se também que o alelo influencia nos parametros bioquimicos, obtendo
diferenca nos seguintes indicadores de lesGes hepatica: bilirrubina direta (**p=0,040), ALT

(*p=0,029), fosfatase alcalina (*p=0,025) e Gamaglutamiltransferase (*p=0,003).
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Os niveis plasmaéticos de bilirrubina direta estdo aumentados no grupo com alelo T
(0,79 £ 0,103 mg/dL) em relacdo a C (0,557 + 0,043 mg/dL) (figura 28A). A enzima alanina
transferase (ALT) apresentou maior atividade no grupo T (39,9 + 3,62 U/L) em comparagéo
com C (29,4 + 1,63 U/L) (figura 28B). Adicionalmente, a enzima Fosfatase Alcalina (FA)
apresentou maior atividade no grupo T (372 % 25,2 U/L) em comparagdo com C (218 + 8,94
U/L) (figura 28C). Por fim, o marcador hepatico Gamaglutamiltransferase (GGT) apresentou
uma maior atividade no grupo T (101 + 25,8 U/L) em relagdo ao grupo com alelo C (54,4 £
5,16 U/L) (figura 28D).

Figura 25 - Comparacdo dos parametros bioquimicos de acordo com os alelos nos pacientes

com anemia falciforme
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Legenda: Alelo T: presenga do polimorfismo rs12203592; Alelo C: auséncia do polimorfismo rs12203592;
Hemoglobina Fetal (HbF). Nota: *p <0,005, teste T ndo pareado.
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4.14 Correlacdo entre interferon-gama e parametros bioquimicos nos pacientes com
anemia falciforme (C/T, T/T e C/C)

Tendo como finalidade avaliar se 0s niveis séricos de IFN-y estdo associados com
lesBes hepéticas, realizou-se a correlagdo dos parametros bioquimicos com IFN-y nos pacientes
portadores de anemia falciforme. Diante disso, obteve-se uma correlacdo positiva moderada
nos seguintes parametros: acido Urico (r=0,504), AST (r=0,339), ALT (r=0,412), fosfatase
alcalina (r=0,506) e GGT (r=0,632) (figura 29).

Figura 20 - Correlacdo entre interferon-gama e parametros bioquimicos nos pacientes com

anemia falciforme
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Legenda: Alanina Transferase (ALT), Aspartato transferase (AST), Interferon-gama (IFN-vy), r (coeficiente de
correlacdo). Nota= *p<0,05; correlacdo de Pearson
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4.15 Correlagdo de HbF com parametros bioquimicos nos pacientes que ndo usam HU

Tendo como finalidade verificar a capacidade protetora de HbF sobre os danos
causados pela vaso-oclusdo nos érgdos-alvo, verificou-se a relacdo de HbF com parametros
bioquimicos em pacientes que ndo fazem uso de hidroxiureia. Diante disso, ALT (r=-0,252) e
GGT (r=-0,288) apresentaram correlacdo negativa com a HbF (figura 30).

Figura 2621 - Correlacdo de HbF com parametros bioquimicos nos pacientes que ndo usam
HU

A E)
Bl
r=-0252 w
B 1]
60 i p = 0,024
o0&, £ o © r=-0288
Dg 00 £ 104 ©
4 44 9 0 £
1 0.0 E
0 =
2 ®%, 9 &P 5 50
Be E
3 0
0 T T T 1 ] T T T 1
0 L] 100 150 200 0 50 100 150 200
HbF HbF

Legenda: Alanina transferase (ALT), alanina transferase (ALT), Hemoglobina Fetal (HbF), r (coeficiente de
correlagdo). Nota= *p<0,05, Correlacdo de Pearson.

4.16 Influéncia do genotipo e do uso de hidroxiureia sobre os parametros bioquimicos

Sabe-se que o uso de hidroxiureia estd associada com a reducdo de danos em
orgaos-alvos, sendo a principal ferramenta farmacoldgica usada no tratamento da anemia
falciforme. Dessa maneira, decidiu-se verificar os parametros bioquimicos quando se considera
0 uso ou ndo de HU e a presenca do polimorfismo. Para isto, os individuos C/T e T/T foram
dicotomizados como polimorfos e foi realizada uma analise multivariada através do Modelo
Linear Geral.

Diante disso, verificou-se que os indicadores, acido Urico (*p=0,031) e GGT
(*p=0,059), sofreram influéncia do gendtipo. Os pacientes com gendtipos polimoérficos (CT e

TT) apresentaram niveis plasmaticos aumentados em comparagdo com o genotipo selvagem
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(CC), indicando que o polimorfismo interfere nesses marcadores laboratoriais. Adicionalmente,
a ureia (*p=0,030), a enzima lactato desidrogenase (*p=0,021) e a bilirrubina direta (*p=0,033)
apresentaram valores mais altos nos individuos que ndo fazem uso de hidroxiureia em
comparagdo aos que faziam, sugerindo que o tratamento medicamentoso com a hidroxiureia
melhora o perfil hemolitico ao evitar a liberacdo da LDH presente no interior do eritrocito
(tabela 6).

Tabela 6 - Parametros bioquimicos quanto ao uso de hidroxiureia e ao polimorfismo

SNP rs12203592

C/C ClTeT/T p — Valor

NAO NAO Grupo
USA HU USA HU Grupo HU
USA HU USA HU x HU

Ur(mg/dL) 20,3158  16,746,90 20,2+7,90 23,0:214 0,714 0,030* 0,743
Cr(mg/dL) 0,7020,68  0,51#0,14 0,6320,22 0,51#0,14 0,805 0,092 0,653
Au(mg/dL) 506+2,02  583+2,41 5484264 640204  0031* 0,100 0,174
LDH(U/L)  735%253 8264573 7954374 1033440 0,257 0,021* 0,531
BT(mg/dL) 2,79+1,52  4,103,64 255+1,49 4,11+150 05590 0,086 0,734
BD(mg/dL) 0,57+0,44  0,70+0,65 0,56+0,38 1,20+0,34 0,135 0,033* 0,229
Bl(mg/dL) 2,22+1,35  3,39+3,57 199+1,44 290+1,62 0830 0,160 0,781
ALT(U/L) 434201  47,8+185 52,3+20,9 41,7+145 0,190 0817 0,254
AST(U/L) 28,0£150  39,6+48,0 36,2+14,8 225685 0543 0,959 0,294
AST/ALT  1,75:0,81  1,72#0,83 1,70+1,04 2,01+0,89 0,143 0,778 0,333
FA(U/L)  220480,8 2374954 2424975 276921 0270 0,365 0,755
GGT(U/L) 51,74346  61,4+60,0 937+101 857+441  0,059* 0,961 0,611

Legenda: Gendtipo heterozigoto polimoérfico (C/T), Gen6tipo homozigoto polimérfico (T/T) e Gendtipo selvagem
(C/C); Ur: ureia, Cr: creatinina, Au: acido Urico, LDH: Lactato desidrogenase, BT: bilirrubina total, BD: bilirrubina
direta, BI: bilirrubina indireta, ALT: alanina transferase, AST: alanina transferase, AST/ALT: coeficiente de Rittis,
FA: fosfatase alcalina, GGT: gamaglutamiltransferase. SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico. Nota: *p<0.05,
teste Modelo Linear Geral.

4.17 Analise da sensibilidade e especificidade de hemoglobina fetal e interferon-gama nos

pacientes com anemia falciforme (C/T, T/T e C/C)

Percebeu-se que HbF e IFN-y sofreram influéncia do genotipo, apresentando
correlagdo negativa com os indicadores de hemdlise e correlagdo positiva com os de lesGes

hepéticas respectivamente, assim realizou-se a curva ROC para avaliar a capacidade de
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sensibilidade e especificidade desses marcadores como instrumento de prognostico da AF.

Para isto, os individuos foram dicotomizados entre selvagem (C/C) e polimérficos
(CIT e T/T), obtendo 72,55% (AUC=0,7255; EP= 0,603; *p=0,003; 95% CI= 0,607 -0,843) e
91,50% (AUC=0,9150; EP= 0,029; *p=<0,0001; 95% CIl= 0,857 - 0,972) de acurécia ao
encontrar valores mais baixos de HbF e mais altos de IFN-y em individuos polimorfos
respectivamente (figura 31).

Figura 27 - Curvas de caracteristicas de opera¢do (ROC) para os niveis de hemoglobina fetal e

de interferon-gama
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Legenda: as curvas de caracteristicas de operag¢do (ROC) sdo uma forma de representar a relagdo entre a
sensibilidade e a especificidade de um teste de diagndstico quantitativo. Um teste ideal é aquele cuja &rea sobre a
curva (AUC) é igual 1, ou seja, quanto mais préximo desse valor o teste apresenta maior sensibilidade e
especificidade. A AUC de hemoglobina fetal e de interferon-gama é 0,7255 e 0,9150 respectivamente; *p<0,05.
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4.18 Frequéncia de complicagéo clinica da anemia falciforme entre o grupo polimorfo e

selvagem

Com o intuito de associar as alteracdes laboratoriais a danos em drgdos-alvos, 0s
individuos dicotomizados como polimoérficos (C/T e T/T) e selvagem (C/C) foram comparados
quanto a frequéncia de ocorréncia de disfuncfes organicas. Nesse sentido, o grupo polimérfico
apresentou uma maior frequéncia de hepatomegalia (p=0,004*), nefropatia falciforme
(p=0,015*) e crise vaso-oclusiva (p=<0,0001*) do que o grupo selvagem, sugerindo que 0
grupo polimorfo é mais suscetivel a complicacdo da anemia falciforme (tabela 7).

Tabela 7- Frequéncia de complicacdo da anemia falciforme entre o grupo polimorfo e selvagem

Com complicacéo Sem complicacdo
Genotipo ClTeTIT C/C ClTeT/T c/C p
Hepatite 3(3,06%) 13 (13,2%) | 13(13,2%) 64 (65,3%) 0,771
Colelitiase 7(7,14%) 42 (42,8%) 9 (9,1%) 34 (34,6%) 0,402
Hepatomegalia 12 (12,2%) 27 (27,5%) 4 (4,0%) 49 (50,0%)  0,004*
Pneumonia 9(9,18%) 49 (50,0%) | 7 (7,14%) 26 (53,0) 0,709
Dispneia 9(9,18%)  29(29,5%) | 7 (7,14%) 47 (47,9%) 0,182
Doenca cardiaca 8(8,16%)  32(32,6%) | 8(8,16%) 44 (44,8 %) 0,563
STA 5(5,10%) 23(23,4%) | 11(11,2%) 53 (54,0%) 0,938
Nefropatia falciforme 10 (10,2%) 23(23,4 %) | 6 (6,12%) 53 (54,0%) 0,015*
Necrose 0ssea 3(3,06%)  15(25,3%) | 13(13,3%) 61 (62,2%) 0,928
Crise vaso-oclusiva 10 (10,2%) 10 (10,2%) | 6 (6,12%) 66 (67,3%) <0,001*
Ulcera de membros 3 (3,06%) 24 (24,4%) | 13 (13,2%) 52 (53,0%) 0,306

Legenda: Genétipo polimorfo heterozigoto (C/T), Gendtipo polimorfo homozigoto (T/T) e Gen6tipo selvagem
(C/C); STA= sindrome toracica aguda. Nota: *p<0,05, teste do qui-quadrado.
4.19 Razdo de chances dos pacientes sem polimorfismo e com valores mais altos de

hemoglobina fetal desenvolverem complicaces da anemia falciforme

Considerando que o grupo selvagem apresentou maiores concentracdo de HbF e
que os testes anteriores realizados mostram que essa hemoglobina apresentou correlagéo

negativa com marcadores de lesdes de hemoélise e de danos hepaticos e renais, verificou-se a
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presenca do polimorfismo estd associada com complicagbes da anemia falciforme. Nesse

sentido, estimou-se que individuos sem polimorfismo e com valores mais altos de HBF tém

apenas 15,3%, 30,90%, 27,20% e 16,60% de chances de desenvolverem, respectivamente,

hepatite, sindrome toracica aguda, necrose 6ssea e Ulcera de membros em comparagdo com 0s

que tém polimorfismo e HBF mais baixa (tabela 8).

Tabela 8 - Razdo de chances dos pacientes sem polimorfismo e com  maiores niveis de

hemoglobina fetal desenvolverem complica¢bes da anemia falciforme

N=98 P Odds Ratio
Hepatite 0,017* 0,153
Colelitiase 0,285 0,511
Hepatomegalia 0,201 2,395
Pneumonia 0,361 1,771
Dispneia 0,541 1,466
Doenca cardiaca 0,958 1,033
Sindrome torécica aguda 0,048* 0,309
Nefropatia falciforme 0,892 1,091
Necrose 0ssea 0,046* 0,272
Crise vaso-oclusiva 0,457 1,714
Ulcera de membros 0,017* 0,166

Legenda: odds ratio= razdo de chances. Nota: *p<0,05, teste regressdo logistica binaria.
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5 DISCUSSAO

A anemia falciforme é um disturbio autossémico recessivo hereditario que ndo esta
ligada ao género, acometendo tantos individuos do sexo feminino quanto masculino (INUSA et
al., 2019). No entanto, no presente estudo, observou-se que a maioria dos participantes do
estudo eram do sexo feminino. Esse achado corrobora com os estudos de Santos et al., (2021),
0s quais avaliaram 668 casos de DF no estado do Ceara no periodo de 1964 a 2018, encontrando
uma maior prevaléncia de anemia falciforme no sexo feminino.

A idade média dos participantes da pesquisa era de 32 anos e o tempo de diagnostico
médio era de 23 anos, variando de 2 a 49 anos. A expectativa de vida de uma pessoa vivendo
com AF é de 43 anos nos Estados Unidos em comparacdo com a populagdo em geral que é de
78 anos (BRANDOW,; LIEM, 2022). Entretanto, o diagnostico precoce da AF,
preferencialmente na primeira semana de vida, aumenta a sobrevida desse publico (PAIVA et
al., 2022). Programas de triagens neonatais sdo de extrema importancia na detecgdo de doencas
hematoldgicas. No Brasil, desde 2001, € realizado o “teste do pezinho” em recém-nascidos com
a finalidade de identificar precocemente hemoglobinopatias, reduzindo a mortalidade dessa
doenca ao garantir acesso ao tratamento nos primeiros anos de vida (MARTINS et al., 2022).

A principal terapia medicamentosa utilizada no tratamento da AF é a hidroxiureia.
Ela é decisiva no aumento da longevidade dos portadores de AF. O mecanismo de acdo desse
farmaco na AF nédo é totalmente compreendido, mas sabe-se que ela atua inibindo a enzima
ribonucleotideo redutase, bloqueando a sintese de DNA. Além disso, a HU promove o aumento
dos niveis de HbF, bem como reduz o nimero de linfocitos circulantes e de moléculas de adesdo,
predominando um equilibrio entre os fenémenos pro e anti-inflamatorios (SALES et al., 2022).
No presente estudo, 65 pacientes faziam uso de HU, entretanto nem todos possuiam 0s
requisitos clinicos necessarios para o uso desse farmaco.

A maior parte dos pacientes com AF gue participaram do estudo residiam no interior
do estado e faziam o tratamento no HEMOCE. Dessa forma, considerando que esse centro de
referéncia em hemoglobinopatias se encontra localizado na cidade de Fortaleza e que 0s custos
com deslocamento entre as cidades sdo altos, 0s pacientes, sobretudo os de classe social mais
baixa, apresentavam dificuldades econdmicas e sociais para obterem acesso ao tratamento.
Nesse sentido, Souza (2021) apontou que as condi¢des domiciliares e a renda séo as principais
causas de baixa na busca por atendimento médico por pessoas que convivem com AF, sendo
fator determinante no agravamento dos sintomas.

Observou-se também que a maior parte da populacdo estudada apresentava o
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genotipo selvagem (C/C) e o alelo C. Esse achado corrobora com os resultados obtidos no
Project 1000 genome, onde identificou uma maior frequéncia do alelo T na populagéo europeia,
enquanto a populacdo africana e latino-americana apresentava uma maior frequéncia do alelo
C (National Library of Medicine, 2023). Ademais, observou-se também que as frequéncias
genotipica e alélica ndo se encontram em equilibrio com o principio de Hardy-Weinberg,
indicando que os fatores evolutivos, como migracdo e selecdo natural, atuam na frequéncia do
polimorfismo na populagéo avaliada.

Além disso, o grupo controle e o com anemia falciformes apresentavam o mesmo
perfil quanto ao geno6tipo, indicando que a presenca do polimorfismo rs12203592 ndo esté
vinculado a AF, abrangendo ambos os grupos. Em adigéo, Ward et al., (2020) identificaram que
esse polimorfismo estd associado a um risco aumentando de desenvolvimento de doencas
oncohematologicas, indicando que a presenca do alelo T contribui com o desenvolvimento de
alteraces biologicas.

A vaso-oclusédo é o principal mecanismo envolvido no desenvolvimento dos
sintomas da AF. Os drepanocitos, quando presente na circulacdo, interagem com células
endoteliais, recrutando células do sistema imune e fatores de coagulacdo para o local. Isso
resulta em obstrucdo do fluxo sanguineo, promovendo isquemia seguida de vasodilatacdo que
causa lesdo por isquemia-reperfusdo em multiplos 6rgdos (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,
2019).

Em consequéncia a esse processo, é evidenciado nos portadores de anemia
falciforme inflamacdo generalizada. Em um microambiente de tecido inflamado, as citocinas
pro-inflamatorias, como as interleucinas (11-12, IL-15, IL-18 e IL-21), ligam-se a seus
receptores presentes nas células T e NK, levando a ativacdo de elementos de transcricdo,
sobretudo o transdutor de sinal e ativador da transcri¢do 4 (STAT4), que promovem a producdo
de IFN-y (JORGOVANOVIC et al., 2020).

O fator regulador de interferon 4 induz a diferenciacdo de células T no subconjunto
Thl. Essa célula junto com células natural killer (NK) quando estimuladas sdo responsaveis
pela producéo de citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y. Essas moléculas pro-inflamatorias
apresentam papel fundamental na defesa do organismo contra infeccdo por microrganismo
(THOMASON et al., 2020). Yang et al., (2015) identificaram que a inibicdo de IRF4 esta
associado com menor diferenciacdo de células T ao seu perfil inflamatorio (Thl) em individuos
com encefalomielite autoimune, bem como menores concentragdes de IFN- y. Eles concluiram
que a inibicdo desse fator de transcricdo melhora o perfil inflamatdrio do paciente, visto que

em doengas inflamatdrias ocorre um excesso de producdo de citocinas pré-inflamatorias.
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O IFN-y é a principal citocina associada aos processos inflamatorios. Dentre suas
funcOes, ele age induzindo a ativagdo endotelial, levando a producédo de quimiocinas que
recrutam macrofagos para o local inflamado, aumenta a atividade de NK e induz a diferenciacdo
de células B em células plasmaticas (MERLI et al., 2021).Portanto, IFN-y tem papel
fundamental no desenvolvimento de doenga inflamatdrias, uma vez que ele regula
positivamente a cascata de citocinas responsaveis pela inflamagdo (LANARO et al., 2008).

No presente estudo, encontrou-se maiores niveis séricos de IFN- y nos pacientes
com anemia falciforme em comparacdo ao grupo controle. Dentre os pacientes com anemia
falciforme, notou-se que o gendtipo e o alelo influenciam nos niveis plasmaticos de IFN- y,
uma vez que o grupo com gendtipo polimdrfico e o grupo com alelo T apresentaram maiores
niveis de IFN- y. Laurentino et al., (2014) e Cavalcante et al., (2016) observaram que 0s niveis
de citocina pro-inflamatdria variam de acordo com o polimorfismo genético de cada paciente e
com o uso de hidroxiureia. Eles encontraram maiores niveis de TNF-a em pacientes com AF
em comparacdo ao controle. TNF-a e IFN- y sdo importantes moléculas pré-inflamatorias que
quando aumentadas indicam um processo inflamatdrio persistente, causando danos teciduais e
lesbes em multiplos 6rgéos.

Em quadro graves de anemia falciforme, é observado reducao da concentracéo de
hemoglobina e aumento dos niveis de reticulocitos. A medula 6ssea libera para a circulagao
sanguinea células da linhagem vermelha mais jovens para recompensar a hemolise e a
destruicdo de células falciformes no baco. Além disso, os drepandcitos possuem meia-vida
menor quando comparados a hemacia normal com formato biconcavo, fazendo com que a
producéo de eritrocitos pela medula 6ssea esteja sobrecarregada (KHALED et al., 2020).

Nessa perspectiva, nos individuos portadores de anemia falciforme com genotipo
polimérfico, notou-se menores concentragdes de hemoglobina total e maiores nameros
absolutos e relativos de reticulocitos. Em adicdo, o grupo contendo individuos com alelo T
apresentaram maiores concentracfes de reticulocitos absoluto. Tais achados indicam que esses
pacientes podem apresentar maior hemolise dos drepandcitos e liberacdo de células jovens da
medula 6ssea para circulacdo. Os drepandcitos apresentam maior facilidade de ruptura da
membrana plasmatica, uma vez que eles apresentam uma maior rigidez celular quando
comparados a eritrocitos normais com formato bicéncavo (MANDAL; MITRA; DAS, 2020).

Verificou-se também que o gendtipo e o alelo intervém na concentragdo das
variantes de hemoglobina. Os grupos contendo individuos com gendtipo selvagem e com alelo
C apresentaram maiores concentragcbes de HbF em comparagdo com o0s grupos contendo

individuos polimorficos e com alelo T. A formagdo de um composto hibrido formado pelas
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cadeias de HbS e HbF inibe a polimerizacdo de HDbS, evitando a formacdo de novos
drepandcitos (STEINBERG, 2020). Logo, esse achado sugere que esses individuos podem
apresentar quadro clinico mais brando, como reducdo da frequéncia dos sintomas, uma vez que
a vaso-oclusdo é impedida.

A predominancia de HbF em comparagdo com HbS indica que ocorre uma
diminuicdo da producgdo de células falciformes e, consequentemente, redugdo da inflamagéo
promovida pelo processo de vaso-oclusdo. As lesBes por isquemia-reperfusdo e por moléculas
produzidas pelo estresse oxidativo sdo fatores determinantes no desenvolvimento de
complicacgBes graves da AF, logo o uso de farmacos, como a hidroxiureia, que atuam evitando
esses processos bioldgicos é essencial na estabilizagdo da doenca (DALTRO et al., 2020).

O uso da hidroxiureia é indicado como medida preventiva das implicac6es clinicas
da AF, uma vez que esse farmaco tem como efeito principal elevar os niveis de HbF. Entretanto,
nem todos os portadores de AF s&o indicados a iniciarem o tratamento com HU, sendo
necessarios que o paciente atenda aos requisitos clinicos e laboratoriais necessarios para serem
incluidos no protocolo de tratamento. Além disso, alguns pacientes recusam o tratamento
devidos aos efeitos colaterais relacionados ao uso de HU (CANCADO et al., 2009).

Ao analisar os pacientes que ndo fazem uso de HU, o grupo com gendtipo selvagem
e com alelo C foram os que apresentaram maiores concentracdo de HbF. Isso sugere que 0s
pacientes que ndo apresentam o polimorfismo no gene de IRF4 sdo menos propensos a
desenvolverem complicacdes grave da AF, como osteonecrose, sindrome toracica aguda e crises
vaso-oclusivas.

Ao correlacionar os achados laboratoriais dos pacientes portadores de anemia
falciforme que ndo fazem uso de hidroxiureia, notou-se que os niveis séricos de HbF e IFN- y
apresentaram correlacdo negativa moderada, ou seja, quando um aumenta o outro diminui. 1sso
acontece devido as caracteristicas distintas que os dois parametros apresentam no curso da
doenca (OKONGWU et al., 2019).

HbF age, principalmente, inibindo a polimerizacdo da desoxi-HbS, evitando a
formacdo de células falciformes (HASHEMI; EBRAHIMZADEH, 2022). Por outro lado, IFN-
y exerce agdes pro-inflamatorias que favorecem o processo vaso-oclusivo, como induzir a
ativacdo endotelial que leva a uma maior expressdo de moléculas de adesdo, como P e E-
selectinas, molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e molécula de adesdo de células
vascular 1 (VCAM-1) (DE et al., 2022).

Em adicéo, IFN-y inibe também o crescimento de células progenitoras da medula

Gssea e reduz a sintese da cadeia gama da globina que compde HbF (LOPEZ-GARCIA;
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CASTRO-MANRREZA, 2021). Nesse sentido, acredita-se que a inibicdo de IRF4 esta
associado com a redugdo dos niveis de IFN-y e de células Thl (RODENKIRCHEN;
SCHETTGEN; RINK, 2020). Logo, o aumento da expressdo desse fator de transcricdo nos
linfocitos favorece a producéo de citocinas inflamatdrias, as quais interferem indiretamente nos
niveis de HbF.

As manifestagdes clinicas da AF sdo bastante heterogéneas. Os pacientes podem
apresentar-se desde assintomaticos até formas incapacitantes. Diversos fatores interfere na
gravidade clinica na AF, incluindo niveis de HbF, associagdo com a-talassemia, haplétipos de
B-globina e presenca de polimorfismos de nucleotideo Gnico (ELLIOT et al., 2007). A vaso-
oclusdo promove lesdes por isquemia-reperfusdo em multiplos 6rgdos, causando fibrose e
atrofia seguida de infarto. O figado e o rim podem apresentar reducdo da sua capacidade
funcional e, nos casos mais graves, ser necessario o transplante (OGU et al., 2021).

As alteracdes hepaticas sdo responsaveis por 7% das mortes por doenca falciforme
(KYRANA et al., 2020) e acredita-se que entre 10 a 40% desses individuos apresentam
disfuncdes hepatobiliares. As crises vaso-oclusivas na vasculatura do figado, as maltiplas
transfusbes sanguineas e a formacgdo de calculos biliares sdo as causas mais comum de
alteracdes hepaticas, as quais comprometem significamente a qualidade de vida desse publico
(CHAGAS; FRIGGI, 2022).

Em relacdo aos indicadores hepaticos investigados, notou-se que 0 grupo com
genotipo polimorfico e comalelo T apresentaram maiores niveis séricos de ALT e de bilirrubina
direta, bem como maior atividade de GGT e de fosfatase alcalina. Esse achado sugere que tais
individuos podem apresentam uma maior predicdo ao desenvolvimento de hepatopatia
falciforme em relacédo a individuos com gendtipo selvagem.

Os pesquisadores Potrony et al., (2017) identificaram que o alelo T esta associado
com maior expressdo de IRF4 em linfocitos e Boddicker et al., (2015) revelaram que a
expressao de IRF4 € impulsionado pelo fator de transcricdo NF-«xB e pela expressdao de CD30
em pacientes com linfoma periférico de células T (PTCL). Por conseguinte, a regulacéo positiva
de NF-«B leva a regulagdo de genes envolvidos com a inflamagdo, como a produgdo de
citocinas inflamatdrias e a diferenciacdo de células T para seus perfis efetores.

Adicionalmente, verificou-se também que tais indicadores apresentaram correlagédo
linear com os niveis plasmaticos de IFN-y. Sabe-se que essa glicoproteina apresenta niveis
aumentados em processos inflamatérios (TCHOPBA et al., 2021), logo a inflamagéo
caracteristica dessa doenga, originada do processo de vaso-oclusdo, estimula a producgdo de

citocinas inflamatdrias que estdo associados com danos nos hepatécitos.
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Ye et al., (2020) apontam que IFN-y induz a polarizacdo de macréfagos hepaticos
ao perfil inflamatério (M1). Os macr6fagos M1 exercem efeitos pro-inflamatorios, liberando
citocinas inflamatdrias e quimiocinas que recrutam outros tipos de células imunes para a
vasculatura hepética, promovendo danos nos hepatocitos em decorréncia dos repetidos ciclos
de isquemia-reperfuséo.

Nos pacientes que ndo faziam uso de hidroxiureia, observou-se uma correlagéo
negativa de HbF com ALT e GGT, indicando que os individuos com niveis elevados de HbF
apresentavam menores lesdes hepéticas. HbF apresenta propriedades protetora na anemia
falciforme, uma vez que ela inibe a polimerizagdo da HbS e, consequentemente, 0 processo
vaso-oclusivo. Logo, espera-se que os portadores de anemia falciforme que possuem maiores
niveis de HbF apresentem reducdo da frequéncia dos sintomas clinicos (KHANDROS;
BLOBEL, 2021).

Percebeu-se que o gendtipo e o uso de hidroxiureia influéncia nos parametros
bioguimicos. Nessa perspectiva, os indicadores, acido Urico e GGT, apresentaram niveis
plasmaticos aumentados nos genotipos polimarficos em comparagéo com o gendtipo selvagem,
indicando que esses individuos sdo mais propensos a desenvolverem danos hepaticos.

Kambale-Kombi et al., (2022) observaram que os pacientes com doenga falciforme
que apresentavam hiperuricemia possuiam diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular, sendo
fator de risco ao desenvolvimento de doenca renal cronica. Ademais, Bortolotti et al., (2020)
identificaram que valores aumentados de GGT associados a ultrassonografia hepatica anormal
e rigidez sdo marcadores potencialmente precoces de hepatopatia falciforme. Portanto, no
presente estudo, sugere-se que o polimorfismo estd envolvido com o aumento desses
marcadores bioquimicos resultantes de danos nesses 6rgaos gerados pelo aumento da producéao
de citocinas pro-inflamatorias que favorece o processo de vaso-ocluséo.

Em adicdo, verificou-se também que os pacientes que faziam uso de hidroxiureia
apresentaram menor risco de desenvolverem lesdes hepatica e renais, uma vez que tiveram
menores niveis séricos de ureia, LHD e bilirrubina direta. Esses achados reforcam os estudos
de Yahouédéhou et al., (2019), os quais avaliaram que os individuos que faziam uso de
hidroxiureia apresentavam reducdes significativas desses biomarcadores, sugerindo que esse
farmaco melhora os perfis hemoliticos e inflamatérios dos individuos estudados.

A lesdo por isquemia-reperfusdo (IRI) proporcionada pela vaso-oclusao
desencadeia uma cascata inflamatoria que gera danos em multiplos 6érgdos (DARBARI;
SHEEHAN; BALLAS, 2020). Na pesquisa, notou-se que o grupo com genétipo C/C apresentou

menores frequéncias de hepatomegalias, nefropatia falciforme e crises vaso-oclusivas do que
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os individuos com genétipo T/T e C/T, indicando que o polimorfismo de IRF4 favorece o
desenvolvimento desses processos bioldgicos.

A hepatomegalia € uma condicdo em que € observado um aumento significativo do
tamanho do figado. Essa condi¢do pode levar a faléncia desse 6rgédo quando ndo tratada. A
obstrucao do fluxo sanguineo pelo processo de vaso-oclusdo promove estase venosa e reducdo
da concentragdo de oxigénio na vasculatura hepatica, causando retencdo de eritrocito no figado
(PRAHARAJ; ANAND, 2021).

O rim também é acometido na AF. As complicacdes renais tém origem na obstrucédo
da vasa recta, que s@o capilares peritubulares especializados que se estendem do interior da
medula renal e cursam paralelamente a alca de Henle. A medula renal apresenta condicdes
ideais para a polimerizacdo da HbS, como baixa concentracao parcial de oxigénio, acidose e
alta osmolaridade (AMARAPURKAR et al., 2022).

Sasaki et al., (2021) identificaram que a delecdo de IRF4 em células mieloides
protegeu contra o desenvolvimento de fibrose tubulointersticial apos lesdo renal isquémica
grave, sugerindo que a inflamacéo caracteristica da AF seria reduzida por meio da inibicdo do
recrutamento de mondcito M1 e polarizacdo para o perfil M2 que esta relacionado com o reparo
tecidual.

As crises vaso-oclusivas (CVO) sdo as complicagbes mais comum da AF, sendo
responsaveis por cerca de 90% das hospitalizacdes de adultos. Sdo extremamente dolorosas
com duracdo de dias a semanas. Elas acontecem em decorréncia da isquemia tissular resultante
da obstrucdo do fluxo sanguineo pelos drepandcitos, comprometendo significamente a
qualidade de vida de seus portadores (COOPER et al., 2019).

Lee et al., (2019) revelaram que os camundongos com deplecdo de IRF4
apresentaram numeros reduzidos de neutrofilos e macréfagos circulantes, indicando que esse
fator de transcricdo apresenta papel fundamental na regulacdo das respostas imunes. Em adicéo,
Darbari, Sheehan e Ballas (2020) destacaram que os individuos com baixos niveis de HbF
apresentam maiores riscos de desenvolverem crises vaso-oclusivas, uma vez que a
polimerizacdo da HbS néo é inibida por HbF.

Sabe-se também que o processo de vaso-oclusdo esta envolvido com o
desenvolvimento de outras manifestacdes graves da AF. A hepatite cronica, a necrose 0ssea e a
Ulcera de membros sdo complicagfes que podem se estender por cerca de meses ou perdurar
por toda a vida, enquanto a sindrome torécica aguda tem inicio subito e deve ser reconhecida e
tratada rapidamente a fim de evitar o 6bito (BECK et al., 2022).

Acredita-se que de 25 a 30% dos portadores de anemia falciforme tém doenca
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hepética cronica resultante de hepatite viral e da sobrecarga de ferro devido a maltiplas
transfusGes de concentrado de hemacias. A Hepatite € uma complicagdo grave da AF. Ela é
caracterizada por ser uma inflamacéo do figado que, em estado mais grave, pode levar a faléncia
desse 6rgdo. Infecgdo viral e intoxicagcdo por medicamento sdo as principais causas dessa
condi¢do, no entanto processos inflamatdrios, como a vaso-oclusdo, podem levar a essa doenca
(THEOCHARIDOU; SUDDLE, 2019).

Estimou-se que os individuos sem polimorfismo e com valores mais altos de HbF
tém apenas 15,3%, de chance de desenvolverem hepatite. A HbF constitui como um dos
principais fatores moduladores do curso da doenga, sendo utilizada como fator preventivo de
complicagBes graves da AF. Ela age formando um hibrido entre as cadeias de HbF e HbS,
fazendo com que elas ndo sejam incorporadas ao polimero de HbS, evitando a polimerizagéo
da HbS e o processo inflamatdrio no vaso sanguineo (ALLARD et al., 2022).

Chhabra et al., (2017) apontam que o alelo T esta envolvido com a superexpressao
de IRF4 em células supressoras derivadas da linhagem mieloides. Elas apresentam a capacidade

inibitéria dos linfécitos T CD8" reduzidas, favorecendo a proliferacdo dessas células e a
producéo de citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y. Isso sugere que o polimorfismo colabora
com o desenvolvimento de alteracdes hepaticas, regulando genes envolvidos com a inflamacao.

A sindrome toracica aguda (STA) é uma complicacdo aguda da AF. E uma das
principais causas de morte de adultos. Os eventos vaso-oclusivos na vasculatura pulmonar
promovem danos nos pulmdes. Os pacientes apresentam sintomas respiratorios (tosse, falta de
ar, dor no peito, febre) associado a um novo infiltrado pulmonar presente na radiografia de torax
(CHEMINET et al., 2022).

No estudo, estimou-se 30,90% de chance dos individuos sem polimorfismo e com
valores mais altos de HbF desenvolverem STA. Nesse sentido, Alkindi et al. (2020) relataram
que niveis séricos de hemoglobina fetal menores que 5% estdo associados com o
desenvolvimento dessa condicdo, visto que a HbF tem a capacidade de evitar o processo vaso-
oclusivo ao evitar a polimerizacdo da HbS.

O alelo T regula positivamente NF-kB (SANCHEZ-MALDONADO et al., 2020),
levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias e de moléculas de adesdo endotelial que
favorece o0s processos inflamatérios. Nesse sentido, considerando que esses fatores de
transcricdo regulam positivamente genes associado a inflamacéo, o gendtipo influéncia no
desenvolvimento de STA, visto que o processo de vaso-oclusdo é favorecido em ambientes
inflamatorios.

A necrose 6ssea é outra manifestacdo clinica observada em pacientes com anemia
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falciforme. Ela tem como causa principal a insuficiéncia circulatoria cronica que induz danos a
matriz 6ssea, gerando infarto seguida de isquemia em articulagdes e epifises de 0ssos longos. A
cabeca do fémur, seguida da cabeca do Umero e joelho sdo as regides anatdbmicas mais
comprometidas nessa condi¢do (ADESINA; NEUMAYR, 2019).

Na pesquisa, estimou-se que 27,20% de chance dos individuos sem polimorfismo e
com valores mais altos de HbF desenvolverem essa complicagdo. Kos et al., (2018) concluiram
que niveis elevados de HbF estdo envolvidos com a maior diferenciacdo ¢ssea dos osteoblastos
em relacdo aos osteoclastos, além da diminuicdo da liberacdo de citocinas inflamatorias, como
TNF-a, IL-1, IL-6 e TGF-beta. Os osteoblastos, que sdo células jovens responsaveis pela
producdo da parte organica da matriz 6ssea, apresentam papel fundamental na mineralizacéo da
matriz 0ssea ao evitar 0 enfraquecimento da estrutura 6ssea que acontece nessa condicdo,
apresentando propriedades beneficas contra a necrose 0ssea.

Zhang et al., (2022) descobriram que IRF4 foi regulado negativamente durante a
diferenciag@o osteogénica de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (BM-MSCs) e a
superexpressdo de IRF4 diminuir a diferenciacdo osteogénica para osteoblasto, promovendo a
reducdo da mineralizacdo da matriz déssea. Isso favorece um excesso de osteoclasto em
comparagdo aos osteoblastos, resultando na diminuicdo da massa Ossea que favorece o
desenvolvimento de necrose 0ssea.

As Ulceras de membros inferiores sdo complicagdes crénica da AF extremamente
dolorosas e muitas vezes incapacitantes, as quais comprometem a qualidade de vida de seus
portadores. As principais causas dessa manifestacdo sdo a hipoxia tissular resultante do
processo vaso-oclusivo associado ao traumatismo e a infeccdo por microrganismos resistentes
(GRANJA et al., 2020). Nesse sentido, notou-se que os individuos com genotipo selvagem e
com valores mais altos de HbF apresentaram menores chances de desenvolverem ulceras de
membros em comparagdo com os individuos com gendtipo polimorfo e com menores niveis de
HbF.

Demirci et al., (2020) apontam que HbF apresenta propriedades protetoras nas
complicacbes da AF, uma vez que ela evita o inicio do processo de vaso-oclusdo que é vital ao
surgimento dessa condicdo. Em adicdo, Monfort e Senet (2020) pontuam que pacientes com
concentraces mais alta de HbF apresentam menores frequéncia de Ulceras de membros
inferiores, recomendando o uso de farmacos que estimulam a producdo dessa hemoglobina
como estratégia profilatica.

O alelo T estd envolvido com uma maior capacidade de suprimir as células T

efetoras pelas células Treg (KICHAEYV et al., 2018), inibindo-as respostas imunes. Com isso,



83

infecgBes oportunistas contribuem com a progressdo das Ulceras de membros, deixando-as
menos responsivas ao tratamento.

Por fim, sabendo que os individuos selvagens tenderam a apresentar resultados mais
promissores nos exames bioguimicos e que, muitas vezes, os testes de biologia molecular
podem ndo ser acessiveis, avaliou-se o desempenho dos marcadores HbF e IFN-y na
determinacgéo de risco quando os pacientes sao dicotomizados dentre selvagens e polimorfos.
Diante disso, tais marcadores apresentaram valores altos de area sobre a curva, mostrando-0s
promissores ao relacionar as complicacdes presente na AF com 0s seus niveis séricos, bem com
a presenca do polimorfismo.

Esses achados corroboram com os estudos das pesquisadoras Silva, Gongalves e
Martins (2009), as quais demonstraram que niveis de hemoglobina fetal associado a outra
ferramenta diagnostica podem ser usados como fator de progndstico nos pacientes com anemia
falciforme. Em adicéo, Chen et al., (2022) descobriram que IFN-y aumentou significamente a
expressdo de genes que codificam proteinas que estdo associadas a pior progndstico de doencas
oncohematoldgicas, concluindo que IFN-y regula uma complexa rede de genes que estdo
associado com a diferenciacdo de células imunes.

Ademais, Ward et al., (2020) sugeriram que o polimorfismo de IRF4 rs12203592
(C>T) esta envolvido com um pior prognostico do melanoma, visto que a maior expressdo de
IRF4 leva as células T reguladoras (Tregs) inibirem a resposta imune, permitindo o crescimento
e a progressdo do tumor. Nessa logica, acredita-se que a identificacdo do polimorfismo,
sobretudo o alelo T, possam ser indicativos de pior prognostico na AF, uma vez que 0 grupo
contendo individuos com alelo T apresentou maiores concentracdes dos parametros
bioguimicos e de IFN-y, bem como menores niveis de HbF.

Portanto, considerando que o diagnostico precoce pode diminuir a morbidade e a
mortalidade da AF (DEBAUN et al., 2020), os resultados obtidos no presente estudo, o qual
busca avaliar a influéncia do polimorfismo nos parametros laboratoriais e nas implicacfes
clinicas da anemia falciforme, podem ser utilizados na pratica clinica como ferramenta auxiliar
no diagnostico e acompanhamento desses pacientes, possibilitando novas estratégias a serem
utilizadas na prevencao das implicac6es clinicas da AF.

Além disso, sabe-se que a equipe multidisciplinar enfrenta dificuldades no
acompanhamento do paciente com anemia falciforme, seja pela multiplicidade de
sintomas/complicacdes, ou pela falta de marcadores laboratoriais sensiveis (BRANDOW;
LIEM, 2022). Logo, estes resultados podem ser utilizados como base para novos estudos em

torno da descoberta de biomarcadores mais seletivos e especificos que possam ser utilizados na
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pratica clinica e laboratorial, além de orientar os profissionais de satide sobre o assunto.
Juntos, os resultados do presente trabalho sugerem que o polimorfismo influéncia
no perfil clinico-laboratorial de pacientes com anemia falciforme. Portanto, a busca por
marcadores genéticos que estdo associados com a protecdo ou o agravamento das implicacdes
clinicas da AF é extremamente importante, uma vez que os profissionais de salde podem
utilizar dessa ferramenta para alinhar o tratamento de acordo com a necessidade de cada
individuo (SANTIAGO et al., 2020). Todavia, estudos adicionais com um maior nimero de
pacientes, abrangendo diferentes regides geogréaficas e etnias, sdo necessarios para uma melhor
compreensdo sobre a influéncia deste fator de transcricdo na imunopatogenicidade da AF,
associando esse polimorfismo com alteracfes laboratoriais e manifestac@es clinicas.
Adicionalmente, o presente trabalho contribuiu também com a literatura ao revelar
caracteristicas genéticas que estdo associadas a alteracGes laboratoriais que refletem na
severidade do quadro clinico do paciente falciforme, sendo base para novos estudos sobre o
tema. Além disso, espera-se que o0 estudo contribua com novas descobertas de progndstico, as
quais poderiam ser utilizadas no futuro para evitar implicacdes clinicas graves da AF,

melhorando, assim, a qualidade de vida desses pacientes.

6. CONCLUSAO

Levando em consideracdo os achados do trabalho, conclui-se que os parametros
bioguimicos sofrem influéncia do gendtipo, do alelo e do uso da hidroxiureia. O genétipo C/C
e 0 alelo C apresentaram maior frequéncia na populacdo estudada, a qual ndo se encontra em
equilibrio com o principio de Hardy-Weinberg. O grupo com AF apresentou maiores niveis de
IFN-y do que o controle. Os grupos polimdrficos (C/T e T/T) e o grupo contendo pacientes com
alelo T apresentaram maiores concentragdes de IFN-y e de reticuldcitos, bem como maior
atividade de BD, ALT, FA, GGT. Entretanto, C/T e T/T tiveram menores niveis de Ht e HbF.
Dentre os pacientes que ndo fazem uso de HU, C/C apresentou maiores concentracdes de HbF.
C/T e TI/T apresentam uma maior frequéncia de complicacbes graves da AF, como
hepatomegalia, alteracbes renais e crise-vaso-oclusivas; bem como maiores chances de
desenvolverem hepatite, STA, necrose 6ssea e Ulcera de membros. A correlacdo positiva entre
0s niveis séricos de IFN- y e biomarcadores sugere que essa citocina esta associada a danos
hepéticos. Ja a correlacdo negativa entre HbF e IFN-gama indica que as duas substancias
apresentam comportamento distinto na AF. Por fim, os niveis de HbF e de INF- y sdo potenciais

ferramentas de progndstico da AF.
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