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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca autossémica recessiva causada por uma mutacao de
ponto no gene da B-globina denominado de hemoglobina S (HbS) em homozigose. Em
condigdes de hipoxia a HbS se polimeriza, causando alteracdo conformacional na hemécia,
denominada de drepandcito. A doenca é caracterizada pela anemia hemolitica crénica e por
crises de vaso-oclusdes recorrentes, responsaveis por desencadear processos inflamatérios
sistémicos. Varios moduladores foram relacionados ao processo inflamatério da AF. Dentre
eles os polimorfismos genéticos podem estar relacionados com os diferentes fenotipos da
doenga, tornando essencial a identificacdo dessas variacdes para a determinacdo de
prognostico. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) de IRF1 foram associados com
neoplasias e doencas inflamatérias como Doenca de Chron, evidenciando a necessidade de
investigacOes acerca de seus impactos na AF. O objetivo do estudo foi avaliar a frequéncia do
polimorfismo do fator regulador de interferon 1 (rs839) em pacientes com anemia falciforme
e sua associacdo com biomarcadores clinicos e de inflamagdo. Participaram do estudo 68
pacientes adultos com diagndstico de AF e 82 doadores de sangue como grupo controle (GC).
Os dados epidemioldgicos (idade e sexo), antropométricos (peso e altura e indice de massa
corporea - IMC), clinicos (crises de vaso oclusdo graves, sindrome toracica aguda, acidente
vascular cerebral, Glceras de membros inferiores, necrose avascular, priapismo, colelitiase e
colecistite), laboratoriais (hemograma, contagem de reticuldcitos e perfil eletroforético de
hemoglobina) e farmacol6gicos (uso de hidroxiureia, dose e tempo) foram obtidos em
prontuarios. O polimorfismo de IRF1 (rs839) foi determinado por PCR em tempo real
utilizando-se sondas TagMan. Adotou-se como significancia um valor de p < 0,05. A maioria
dos pacientes, 43 (63,2%), foi do sexo feminino, e 38 (55,9%) tinham IMC dentro da faixa
normal. Com relagdo a clinica, 50 (73,5%) apresentaram crises de vaso-oclusdo ndo graves no
ultimo ano, 57 (83,8%) grau de anemia moderado e 48 (70,6%) usavam HU, com dose de
21,8 mg/kg/dia e 42 (61,8%) por mais de 5 anos. Houve diferenga estatistica entre os
biomarcadores hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), leucdcitos, linfocitos,
mondcitos, plaquetas e razdo neutrofilos/linfocitos em relagdo ao grupo controle. Pacientes
apresentaram niveis mais elevados de proteina C reativa em comparagdo com o grupo controle.
A determinacdo da frequéncia alélica e distribuicdo genotipica do polimorfismo de IRF1
(rs839) demonstrou prevaléncia do alelo selvagem C (65,4%; 62,8%) e genotipo CT (48,5%;
52,4%) nos pacientes com AF e GC, ndo havendo diferenca estatistica entre grupos. Pacientes

com gendtipos CT e TT que ndo faziam uso de hidroxiureia apresentaram contagem de



mondcitos e plaquetas elevadas em relacdo ao genotipo CC. Pacientes com gendétipo TT
apresentaram maior incidéncia de colecistite em relacdo aos genotipos CC e CT. Em suma, 0
estudo demonstrou haver associacao entre o genotipo TT do polimorfismo de IRF1 (rs839)
com contagem elevada de monacitos e plaguetas e historico de colecistite em pacientes com
AF, evidenciando a sua associacdo com mau prognostico. No entanto, estudos com

amostragem maior Sao necessarios para comprovar tais achados.

Palavras-chave: hemoglobinopatias; polimorfismos de nucleotideo unico; inflamacao.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is an autosomal recessive disease caused by a point mutation in the
B-globin gene, resulting in hemoglobin S (HbS) in homozygosity. Under hypoxic conditions,
HbS polymerizes, causing a conformational change in the red blood cells, termed sickle cells.
The disease is characterized by chronic hemolytic anemia and recurrent vaso-occlusive crises,
which trigger systemic inflammatory processes. Various modulators are associated with the
inflammatory process in SCA, among which genetic polymorphisms may correspond to
different phenotypes of the disease, making the identification of these variations essential for
prognosis determination. Single nucleotide polymorphisms (SNP) of the interferon regulatory
factor 1 (IRF1) have been associated to neoplasms and inflammatory diseases such as Chron’s
disease, underscoring the need to investigate their impacts on SCA. This study aimed to
evaluate the frequence of interferon regulatory factor 1 polymorphism (rs839) in patients with
sickle cell anemia patients and its association with clinical and inflammatory biomarkers.
Sixty-eight adult patients with SCA and 82 blood donors as a control group (CG) participated
in the study. Epidemiological data (age and sex), anthropometric data (weight, height, and
body mass index - BMI), clinical data (severe vaso-occlusion crisis, acute chess syndrome,
stroke, avascular necrosis, leg ulcers, priapism, cholelithiasis, and cholecystitis), laboratory
data, (blood count, reticulocyte count, and hemoglobin electrophoretic profile), and
pharmacological data (use of hydroxyurea, dose, and duration) were obtained from medical
records. The IRF1 polymorphism rs839 was determined by real-time PCR using TagMan
probes. A significance level of p < 0.05 was adopted. The majority of patients, 43 (63.2%),
were female, and 38 (55,9%) had a BMI within the normal range. Regarding clinical
presentation, 50 (73.5%) experienced non-severe vaso-occlusion crises in the last year, 57
(83.8%) had moderate anemia, and 48 (70.6%) were using hydroxyurea, with a dose of
21.8mg/kg/day, and 42 (61.8%) had been on medication for more than 5 years. There were
statistical differences between hemoglobin (Hb), mean corpuscular volume (MCV),
leukocytes, lymphocytes, monocytes, platelets, and neutrophil/lymphocyte ratio in relation to
the control group. Patients had higher levels of C-reactive protein compared to the control
group. Determination of the allele frequency and genotypic distribution of the IRF1
polymorphism (rs839) showed a prevalence of the wild-type allele C (65.4%; 62.8%) and CT
genotype (48.5%; 52.4%) in patients with SCA and CG, with no statistical difference between
groups. Patients with CT and TT genotypes who were not taking hydroxyurea had elevated

monocyte and platelet counts compared to the CC genotype. Patients with TT genotype had a



higher incidence of cholecystitis compared to CC and CT genotypes. In summary, the study
demonstrated an association between the TT genotype of the IRF1 polymorphism (rs839) with
elevated monocyte and platelet counts, and a history of cholecystitis in patients with SCA,
highlighting its association with poor prognosis. However, studies with larger sample sizes are

necessary to confirm these findings.

Keywords: Hemoglobinopathies; Single nucleotide polymorphism; Inflammation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) € uma doenca autossdmica recessiva, considerada uma
das hemoglobinopatias mais frequentes no mundo. E causada por uma mutagio de ponto
(GAG > GTG) no codon do gene da B-globina cuja consequéncia é a substituicdo de um
residuo de &cido glutdmico, um amino&cido hidrofilico, por valina, um aminoéacido
hidrofobico, na posicéo seis da cadeia polipeptidica. Assim, ha formacéo de uma hemoglobina
mutante, denominada hemoglobina S (HbS) em substituicdo a hemoglobina A (HbA) (Figura
1) (Costa; Conran; Feltrin, 2013; Piel et. al., 2013).

Figura 1 - Mutagdo no gene da B-globina.
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Fonte: Adaptado de Kato et. al. (2018). A hemoglobina normal (HbA) é formada por duas cadeias o e duas
cadeias B. A hemoglobina mutante HbS € resultante de uma mutacdo pontual que substitui acido glutdmico por

valina. Individuos com anemia falciforme herdam dois alelos mutantes S.

NA AF, o gene da HbS esta presente em homozigose (HbSS), o que a distingue
das outras formas da doenca falciforme (DF) e do traco falciforme (HbAS) e a qualifica como
a forma mais grave entre todas as manifestacdes da condi¢cdo. Devido a sua gravidade, o
tratamento exige um diagndstico precoce e manejo cuidadoso da doenca com a finalidade de
evitar as complicagdes que podem levar ao 6bito (Sunnd; Gladwin; Novelli, 2019).

Estima-se que o nascimento de criangas com AF seja de aproximadamente

300000 por ano, com a maior parte desse nimero na Africa subsaariana. Além disso, Nigéria,
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Republica Democratica do Congo e india representam metade dos casos de AF do mundo
devido principalmente ao endemismo da maléria (Figura 2). No Brasil, a prevaléncia da AF se
da na regido norte e nordeste, principalmente em afrodescendentes e populagdes quilombolas.
Para o estado do Ceara, 467 casos foram registrados durante o periodo de 1964 a 2018 (Kato
et. al., 2018; Mburu; Odame, 2019; Dos Santos et al., 2021).

Figura 2 - Prevaléncia da anemia falciforme no mundo.

O
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Fonte: Adaptado de Colombatti, Birkegard, Medici (2022). A prevaléncia da anemia falciforme no mundo foi
avaliada levando em consideracdo publicacdes sobre a epidemiologia da doenca. Os circulos foram colocados no
centro de cada pais, sendo deslocados para melhor visualizagdo no caso de haver varios paises juntos. Nos paises

em branco ndo ha dados com relagéo a prevaléncia da doenca.

1.2 Fisiopatologia da Anemia falciforme

O processo de polimerizagdo da HbS dé inicio & falcizagdo e para que ocorra é
necessario que a hemoglobina esteja desoxigenada. O inicio da polimerizacdo se da por meio
da ligacdo de um grupo isopropil da cadeira lateral de fVal6 em uma das cadeias da globina
BS de um tetramero de HbS com residuos PAIla70, pPhe85 e BLeu88 de outro tetramero de
HbS. Ligagdes subsequentes de tetrdmeros de HbS nesse agregado resultam em longos
polimeros duplos em torno de uma estrutura central, formando cristais e causando alteracdes
celulares na hemécia. Dessa forma, a falcizagdo acarreta em uma mudanga conformacional da
heméacia para um estado alongado denominado drepandcito e esse processo dita toda a
fisiopatologia da AF (Ress; Gibson, 2011; Hoeger; Harris, 2020).
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Dentre as alteragdes celulares nas hemécias ocasionadas pela falcizacdo esta o
aumento da viscosidade citoplasmética. As hemécias ha AF possuem como caracteristica uma
permeabilidade catidnica muito alta que, por sua vez, provocam o efluxo de célcio e influxo
de potassio que culmina na desidratacdo celular. Dessa forma, a desidratacdo celular contribui
para 0 aumento da rigidez da hemacia e o aumento intracelular das concentragdes de HbS,
levando & sua polimerizacdo e hemolise. Os eritrocitos falciformes possuem menos
capacidade de deformacdo que o eritrocito normal mesmo quando totalmente oxigenados.
Como consequéncia, essas células impedem o fluxo sanguineo normal por meio da interacéo
entre si e com leucdcitos, plaquetas e células endoteliais, culminando em oclusGes

microvasculares transitdrias (Ress; Gibson, 2011; Lu et. al., 2020).

A vaso-oclusdo é decorrente de alteracbes no fluxo sanguineo bem como da
ativacdo celular e adesdo ao endotélio. A hemolise causada pela falcizacdo compromete o
fluxo sanguineo local, resultando em uma vaso-ocluséo transitoria. Como consequéncia, as
hemaécias expressam em sua superficie moléculas e motifs de adesdo que normalmente ndo séo
expressos. Dentre as moléculas de adesdo expressas destacam-se a fosfatildiserina (PS),
molécula de adesdo celular basal-1/Lutheran (BCAM-1/Lu) e molécula de adesédo
intercelular-4 (ICAM-4, do inglés intercelular adhesion molecule-4), as quais interagem com
as células endoteliais (Kim et. al., 2017; Sunnd; Gladwin; Novelli, 2019).

O aumento da expressdao de moléculas de adesdo celular pelos leucdcitos,
plaquetas e células endoteliais possibilita a interagdo com as hemacias por meio da formacéo
de agregados celulares. Durante o processo de agregacdo, hd aumento da expressdo de
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1, do inglés intercelular adhesion molecule-1),
molécula de ades&o vascular-1 (VCAM-1, do inglés vascular cell adhesion molecule-1), L-
selectina, P-selectina e E-selectina causado pela diminui¢do da biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO). Como consequéncia, h4 ativacdo e aumento da adesdo de neutréfilos, mondcitos
e plaquetas ao endotélio, principalmente em vénulas pds-capilares, propiciando o inicio da

vaso-oclusdo (Zhang et. al., 2016; Nader; Romana; Connes, 2020).

Episddios repetidos de falcizagdo contribuem para a diminuicdo da vida média das
hemécias e consequente lise, causando hemolise intravascular. As hemaécias lisadas liberam
ferro e moléculas contendo ferro, como hemoglobina, heme e hemina, produtos considerados
padrdes moleculares associados a danos em eritrocitos (eDAMP). Ha entdo a catalizacdo da

formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais estdo envolvidas na producdo de
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citocinas proinflamatdrias, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo devido a diminuigdo da
biodisponibilidade de NO. Diante disso ha o aumento da ades&o entre hemécias e neutrdfilos,
processo responsavel pelo quadro de anemia hemolitica cronica dos pacientes. A hemolise
extravascular na AF ocorre pela fagocitose realizada por macrofagos em hemacias
danificadas, especialmente no baco. Esse processo elimina os componentes celulares que
podem ser reutilizados e acontece de forma mais lenta e gradual que a hemolise intravascular
(Zago, Pinto, 2007; Rees, Gibson, 2011; Sundd et. al., 2018; Ofori-Acquah, 2020).

1.3 Inflamacéo na Anemia falciforme

A inflamacdo na AF pode ser causada pelas lesbes de isquemia-reperfusao
decorrentes da vaso-ocluséo. Os repetidos episédios de vaso-oclusdo e reperfusdo contribuem
para a lesdo de isquemia-reperfusdo, cujas consequéncias sdo hipoxia transiente, geracdo de
ERO, disfuncdo microvascular, ativacdo das respostas imunes inatas e adaptativas e morte
celular. As ERO contribuem para a liberagdo de armadilhas extracelulares de neutrdfilos
(NET, do inglés neutrophil extracellular trap), promovendo a ativagdo de respostas imunes
inatas, dano tecidual e liberacdo de padrdes moleculares associados a dano (DAMP). Dessa
maneira, ha ativacdo de complexos inflamassoma com posterior liberacéo e ativacdo de IL-1p
e IL-18. A ativacdo de inflamassoma ainda leva a cascata de eventos responsaveis pela
ativacdo de neutréfilos e plaquetas, aumentando a expressdo de E-selectina, P-selectina,
VCAM-1 e ICAM-1, promovendo a vaso-ocluséo (Gladwin; Solomon; Ofori-Acquah, 2014;
Sundd; Gladwin; Novelli, 2018; Toledo et. al., 2019).

Os pacientes com AF sdo acometidos com anemia hemolitica, fato esse que
também contribui para os processos inflamatorios. As concentragcdes aumentadas de heme na
circulacdo ativa as células endoteliais e juntamente com sua forma oxidada, hemina, ligam-se
a um complexo de receptor Tipo Toll-4 e diferenciador mieloide-2 (TLR4/MD-2), resultando
na producdo de citocinas e quimiocinas induzidas por NF-kB. Ainda, a heme circulante
estimula a liberacdo de NET, causando a liberagcdo de DAMPs, ativagdo da via de sinalizagdo
de interferon-1 e inducdo de citocinas proinflamatorias e quimiocinas. Esses processos em
conjunto propiciam as crises de vaso-oclusdo (Gladwin; Solomon; Ofori-Acquah, 2014;
Sundd; Gladwin; Novelli, 2018; Toledo et. al., 2019).
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1.4 Complicagdes clinicas da Anemia Falciforme

A hemolise cronica e a frequéncia de crises vaso-oclusivas sdo determinantes no
perfil clinico da AF, que, por sua vez, é bastante heterogéneo. Ainda, a AF possui
complicacdes clinicas sistémicas, visto que sdo capazes de atingir uma diversidade de 6rgaos,
principalmente devido aos processos inflamatorios instaurados. Dessa forma, as complicacfes
clinicas observadas podem ser classificadas em i) agudas: acidente vascular cerebral (AVC),
sindrome toracica aguda (STA), crises de vaso-oclusdo, sequestro hepético, sequestro
esplénico, colecistite, priapismo e faléncia de 6rgdos; ou ii) cronicas: hipertensdo pulmonar,
necrose avascular, Glceras de membros inferiores, hepatopatia, esplenomegalia, colelitiase e
doenca renal, sendo responsaveis pela diminuicdo da expectativa de vida desses pacientes em

relacdo a populacdo geral (Figura 3) (Darbari; Sheehan; Ballas, 2020; Onimoe; Rotz, 2020).

Figura 3 — Complicacdes clinicas da anemia falciforme.
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necessitam de cuidados médicos a fim de evitar o obito.
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As complicagOes agudas na AF séo tempo-dependente, de forma que os pacientes
que as apresentam necessitam de um rapido atendimento e/ou intervencdo terapéutica, pois

caso contrario, podem ser fatais (Pinto et. al., 2019; Onimoe; Rotz, 2020).

A STA ¢ definida como uma combinacéo de sintomas respiratorios (tosse, chiado,
dor no peito) e febre com evidéncias de novos infiltrados pulmonares em raio X de torax. E
uma das causas mais comuns de admisséo hospitalar na AF, sendo considerada a principal
causa de morte prematura desses pacientes juntamente com a hipertensdo pulmonar. Os
fatores de risco para o desenvolvimento de STA incluem infarto por trombose in situ,
infecgBes por Streptococcus pneumoniae, procedimentos cirdrgicos, necrose avascular,
anemia aguda, isquemia mesentérica causado por crises de vaso-oclusdo e elevada contagem
de leucacitos (Pinto et. al., 2019; Desai; Machado; Cohen, 2022).

O AVC é um evento agudo cerebral que pode acometer criancas e adultos com AF
e é classificado como isquémico, hemorréagico ou silencioso. O AVC silencioso ocorre em
criangas por meio de pequenos infartos detectaveis apenas por ressonancia magnética. Dessa
forma, as criancas geralmente ndo apresentam sintomas neurologicos agudos. O AVC
isquémico é mais comum em criancas entre dois e nove anos e adultos, possuindo como
fatores de risco baixos niveis de Hb, STA recente e meningite. O AVC hemorragico ocorre
mais em adultos entre 20 e 29 anos, estd associado com uma taxa mortalidade de 26% em
pacientes com AF e possui como fatores de risco histérico de STA, baixa contagem de
leucdcitos e niveis diminuidos de Hb. Ainda, a anemia aguda e a sepse sdo fatores que podem

desencadear AVC nesses pacientes (Redding-Lallinger; Knoll, 2006; Tanabe et. al., 2019).

As crises de dor ou crises de vaso-oclusdo destacam-se entre as complicacOes
agudas da AF por serem a principal morbidade associadas a doenca e maior causa de
hospitalizacdo. As crises de vaso-oclusdo possuem inicio repentino, com dor descrita como
latejante e aguda. Ocorrem principalmente na regido lombar, articulagdes e extremidades do
corpo, podendo durar até uma semana, com picos de dor no terceiro dia. Dentre as
consequéncias clinicas associadas as crises de vaso-oclusdo estdo a STA, o0 AVC e danos em
maltiplos 6rgdos que podem resultar em Obito. Nesse contexto, a identificacdo desses
episodios de dor auxilia no tratamento e junto com a prevencdo pode impactar o curso natural
da doenca (Darbari; Sheehan; Ballas, 2020).
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A anemia aguda na AF pode se manifestar como crise aplastica e, juntamente com
0 sequestro esplénico, causa diminui¢do nas concentracdes basais de hemoglobina em pelo
menos 2 g/dL. O sequestro esplénico é resultado de um rapido acumulo de drepandcitos no
baco, sendo comumente acompanhado de quadro infeccioso. Dentre o0s sintomas
apresentados, destacam-se: febre, cefaleia, dispneia, taquicardia, infec¢Bes respiratdrias e/ou
gastrointestinais. O sequestro hepético ocorre devido ao acumulo de drepandcitos no figado
por meio da fagocitose das células de Kupffer e tem como sintomas dor no quadrante superior
direito abdominal, ictericia e febre. Nesse contexto, em ambos 0s casos 0 paciente pode

necessitar de transfusdo sanguinea (Pinto et. al., 2019; Suddle, 2019; Lahoz et al., 2022).

A colecistite ¢ uma complicacdo hepatobiliar da AF resultante da inflamacgéo da
vesicula biliar cuja causa é a obstrucdo do duto biliar devido a presenca de calculos biliares e
acumulo de bile. A colecistite é advinda do aumento da pressdo intramural com reducdo da
saida da secrecdo biliar, levando a uma fase de isquemia que desencadeia inflamacdo. Os
calculos biliares podem ser constituidos de colesterol ou bilirrubina, sendo este responsavel
pela coloracdo preta e maior frequéncia na AF. Os sintomas observados incluem dor no
quadrante superior direito abdominal, febre e ndusea. Atualmente, o tratamento recomendado

para a colecistite é a remocéo da vesicula biliar, ou colecistectomia (Walter, 2022).

O priapismo é uma complicacdo geniturindria da AF que consiste em erecdo
dolorosa prolongada sem relacdo com desejos sexuais. Essa condicdo é causada pela vaso-
oclusdo que leva a obstrucdo da drenagem do fluxo sanguineo no pénis, prolongando a erecéo.
Com relacdo a sua duracdo, o priapismo pode ser classificado em tipo | ou priapismo
prolongado, com duragcdo menor que trés horas, e tipo Il ou priapismo descontinuado, com
duracdo menor que uma hora. O tratamento geralmente deve ser feito de maneira imediata
para evitar fibrose, cuja consequéncia pode ser a disfuncdo erétil (Pinto et. al., 2019; Alvaia
et. al. 2020).

A faléncia de 6rgdos € uma complicacdo aguda pode ocorrer devido a disfuncéo
endotelial e acomete 6rgdos como pulmao, figado ou rins, podendo ser multissistémica.
Geralmente, a faléncia de 6rgdos ocorre durante uma crise de vaso-oclusdo e 0s sintomas
apresentados pelo paciente sdo: febre, insuficiéncia respiratdria, hepatica e renal juntamente
com indicativos laboratoriais como queda brusca de hematdcrito e da contagem de plaquetas
(Onimoe; Rotz, 2020; Ruiz et. al. 2022).
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A incidéncia das complicacOes cronicas da AF aumenta conforme a idade, mas o
inicio pode ocorrer mais cedo. Além das dores cronicas presentes durante toda a vida, 0s
pacientes com AF podem desenvolver hipertensdo pulmonar, necrose avascular, Ulceras de
perna, hepatopatia, esplenomegalia, colelitiase, danos em érgdos como coracdo, pulmdes,

figado e rins e doenca renal (Pinto et. al., 2019; Onimoe; Rotz, 2020).

As doencas de articulagdes Gsseas incluem osteomielite, necrose avascular e
osteoporose, podendo resultar em fraturas por compressdao. A osteomielite ocorre
normalmente em o0ssos longos como o fémur, tibia e Umero devido a infeccBes por
Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium e Escherichia coli. A necrose avascular
esta relacionada as crises de vaso-ocluséo, resultante de necrose 6ssea secundaria & isquemia.
Essa condicdo afeta frequentemente a cabeca do fémur e articulagdo do ombro e embora seja
assintomatica até seu estagio mais avancado, uma vez que os sintomas se desenvolvem héa
uma rapida progressdo. Nos estagios mais iniciais o tratamento pode ser realizado por meio de
fisioterapia, mas quando o paciente é acometido com dor e comprometimento funcional se
torna necessaria intervencdo cirargica (Pinto et. al., 2019; Daltro et. al., 2020; Onimoe; Rotz,
2020).

As Ulceras de membros inferiores sdo complicacGes cutaneas bastante comuns na
AF, afetando principalmente adultos. A patogénese da Ulcera de perna é multifatorial e
complexa, estando relacionada com drepandcitos rigidos na microcirculagdo, infeccGes
bacterianas locais, insuficiéncia venosa, trombose e hipdxia. O local mais acometido é o
maléolo, visto que possui pele fina, menos gordura subcutdnea e diminuicdo do fluxo
sanguineo. As Ulceras de perna causam dores intensas e continuas, e, juntamente com altas
taxas de reincidéncia, afetam negativamente a qualidade de vida do paciente (Pinto et. al.,
2019; Granja et. al., 2020; Onimoe; Rotz, 2020).

O sistema hepatobiliar € comumente afetado na AF, de forma que o dano hepatico
ocorre em cerca de 10% dos pacientes adultos. As complicac¢6es cronicas podem se apresentar
como hepatite autoimune, hepatite viral, sobrecarga de ferro, colangiopatia falciforme ou
colelitiase. A fisiopatologia envolvida no dano hepético esta relacionada com a falcizacdo e
consequente obstrucdo sinusoidial e isquemia dos hepatocitos ou dos dutos biliares. A
esplenomegalia é resultante de repetidos infartos devido a crises de vaso-oclusao recorrentes,
0 que leva a asplenia funcional. A colelitiase é causada pelo acumulo de formacéo de célculos

biliares pigmentados em decorréncia da hiperbilirrubinemia crénica advinda da hemolise
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cronica. A formagdo de célculos biliares é mais comum em pacientes mais velhos, com
prevaléncia alcancando 50% aos 22 anos de idade e é responsavel por altas taxas de
mortalidade na AF. Os sintomas apresentados sdo dor abdominal, nduseas, vomitos e febre e o
tratamento mais indicado é a colecistectomia (Pontes et. al.,, 2017; Pinto et. al., 2019;
Onimoe; Rotz, 2020; Allali et. al., 2021).

Os rins sdo um dos 6rgdos mais afetados pela AF, visto que o microambiente da
medula renal promove as condicdes para polimerizacdo da HbS, propiciando o inicio da
cascata de eventos fisiopatologicos da doenca. As alteracdes renais se iniciam precocemente,
por meio de hipostendria, politria e enurese. Além disso, a doenca renal na AF pode ocorrer
devido a danos tubulares, os quais podem propiciar as crises de vaso-ocluséo devido a acidose
metabolica. A doenca renal cronica atinge principalmente jovens adultos, de forma que a
deterioracdo da funcdo renal contribui substancialmente para o risco de morte ap6s 0s 40 anos
de idade (Pinto et. al., 2019; Onimoe; Rotz, 2020).

1.5 Tratamento

A hidroxiureia é a principal terapia utilizada na AF, visto que possui efeitos
laboratoriais e clinicos benéficos, incluindo a reducdo da morbidade e mortalidade dos
pacientes. Seu mecanismo de acdo envolve a inducdo de hemoglobina fetal (HbF), um dos
principais moduladores da doenga, responsavel por diminuir as concentracdes de HbS e,
consequentemente, sua polimerizacdo. A hidroxiureia atua inibindo de forma reversivel a
enzima ribonucleotideo redutase, atuando como um agente citostatico da fase S do ciclo
celular. Embora o mecanismo exato pelo qual ha a inducdo de HbF nédo tenha sido elucidado,
foi sugerido que a hidroxiureia atua sobre os progenitores eritroides de rapida proliferacéo,
causando a eritropoiese de estresse. Além da inducdo de HbF, os efeitos benéficos da
hidroxiureia na AF incluem o melhoramento da reologia sanguinea, diminuigdo de hemolise,

aumento da producéo de NO e reducao da inflamagéo (Dong; McGann, 2021).

Devido ao historico da utilizacdo de hidroxiureia para o tratamento de cancer, seus
efeitos a curto e longo prazo sdo questionados na AF. Isso se deve ao fato de o medicamento
ter efeito mielossupressor, de forma que seu uso a longo prazo possa causar exaustdo da
medula éssea. Embora administrada em criangas e adultos, a suspensdo de hidroxiureia é

recomendada para pacientes gestantes. Os efeitos colaterais relacionados ao medicamento séo
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indicativos de suspensdo temporéria e incluem desconforto gastrointestinal, Glceras de pele e
hiperpigmentacéo de unhas e pele (McGann, Ware, 2015; Dong; McGann, 2021).

A AF apresenta uma diversidade clinica notavel e por conta disso o paciente deve
receber cuidados abrangentes. Diferentes estratégias terapéuticas sdo utilizadas para tratar as
manifestacdes clinicas como anti-inflamatdrios, antiplaquetérios, antibidticos ou até mesmo a
transfusdo de concentrado de hemécias para aumentar os niveis de hemoglobina A e amenizar
o0s sintomas. Dentre os tratamentos alternativos para a AF, o crizanlizumab é responsavel pela
reducdo da incidéncia de episodios vaso-oclusivos, mas ndo se mostrou capaz de melhorar
totalmente as manifestacdes clinicas da doenca. Uma segunda alternativa € o transplante
halogénico de medula 6ssea, mas menos de um quinto dos pacientes elegiveis possui um
doador compativel com antigeno leucocitario humano. Por fim, a utilizacdo de anticorpos
monoclonais e terapia génica como CRISPR-Cas9 estdo sendo consideradas como novas
formas de tratamento para a AF (Baroncini et. al., 2016; Ataga et. al., 2017; Kato et. al.,
2018; Frangoul et. al., 2020; Mangla et. al. 2022).

1.6 Moduladores genéticos da anemia falciforme e polimorfismos

Os haplotipos dos genes que codificam as cadeias B da hemoglobina atuam como
moduladores genéticos da doenca, visto que estdo associados com diferentes concentracdes de
HbF e condicionam a diversidade clinica dos pacientes. Existem cinco hapl6tipos
identificados: Bantu, Benin, Camardes, Senegal e Arabe-Indiano (Asiatico). Dentre estes, 0
Bantu esta associado com curso clinico mais grave, enquanto o Arabe-Indiano com o menos
grave. Nesse contexto, polimorfismos genéticos podem estar relacionados com diferentes
fenotipos da doenca, visto que apenas os haplotipos ndo sdo capazes de explicar a
heterogeneidade clinica e laboratorial (Balasubramanian, 2004; Steinberg, 2009; Serjeant;
Vichinsky, 2018).

Outros fatores genéticos podem influenciar o perfil clinico dos pacientes com AF.
Destacam-se entre eles os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) devido a sua maior
frequéncia e possibilidade de ser clinicamente significativos a depender de sua posicdo. Na
AF, alguns estudos demonstram associa¢@es entre SNP de BCL11A com aumento nos niveis
de HbF; SNP do gene haptoglobina com o dano endotelial devido & formacdo de ERO e
associacdo com risco de AVC; e SNP no gene do fator de transcricdo de crescimento beta

(TGF-B) com ulceras de membros inferiores e AVC, validando a importancia da investigacao
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dessas relagBes em véarios aspectos da doenca (Balasubramanian, 2004; Sebastiani et. al.,
2005; Elliot et. al., 2007; Torres et. al., 2013; Chaouch et. al., 2016b; Gilli et. al., 2016; Afifi
et. al., 2019; Edwards et. al., 2022).

1.7 Familia dos Fatores Reguladores de Interferon (IRF)

Os fatores de transcricdo controlam a expresséo de conjuntos diversos de genes,
atuando como importantes reguladores da defesa do hospedeiro por meio das respostas
celulares. Sua funcionalidade esta atrelada as suas modificacdes e/ou interacdes com outros
fatores de transcricdo que sdo coexpressos e/ou ativados na célula. Dessa forma, eles
possibilitam uma rapida alteracdo e expressdo de genes essenciais para combater patdgenos
extracelulares, podendo ser relacionados também com as respostas inflamatdrias (Taniguchi
et. al., 2001).

Os fatores reguladores de interferon (IRF) pertencem a uma familia de fatores de
transcricdo que possui nove membros descritos, os quais compartilham um dominio de
ligacdo ao DNA (DBD: DNA Binding Domain) composto por 115 aminoacidos na regido
amino-terminal com cinco residuos de triptofano altamente conservado e um dominio
regulatério C-terminal menos conservado. Os IRF interagem entre si e com outros fatores de
transcricdo, modificando sua atividade de ligacdo especifica a sequéncia e a formacgdo de
complexos de iniciacdo da transcricdo (Figura 4). Devido as suas funcBes na regulacdo do
desenvolvimento e na atividade de células hematopoiéticas, os IRF estdo entre as respostas
imunes inatas e adaptativas (Taniguchi et. al., 2001; Battistini, 2009; Sundararaj; Casarotto,
2021).

Figura 4 - Organizacdo estrutural dos genes de fatores reguladores de interferon (IRF).
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Fonte: Adaptado de Chistiakov et. al. (2018). Cada IRF possui em sua regido N-terminal o dominio de ligacdo ao
DNA com 5 residuos de triptofano bem conservados. Os dominios de associacdo a IRF permitem a interacéo uns
com os outros. O dominio de localizagdo nuclear é responsavel pela sinalizacdo do IRF ao nicleo. Dominios de

regulacdo e repressdo estdo localizados na porcéo C-terminal.
1.8 Fator Regulador de Interferon-1

O fator regulador de interferon 1 (IRF1) foi o primeiro membro da familia a ser
identificado e esta localizado na regido cromossémica 5931.1. Possui na regido de ligagdo ao
DNA arquitetura alfa/beta formada por trés hélices o, folhas B antiparalelas de quatro fitas e
trés alcas longas. Essa estrutura secundaria do dominio de ligacdo ao DNA é compartilhada
com outros membros da familia, sugerindo o reconhecimento de sequéncias de DNA
similares, mas ndo idénticos, como elemento de resposta estimulado por interferon (ISRE),
sequéncia de consenso de interferon (ICS), IRF-E e dominio regulatorio positivo (PRD)
(Willman et. al., 1993; Battistini, 2009; Shi et. al., 2011; Chistiakov et. al., 2016; Zenke;
Muroi; Tanamoto, 2018; Salem; Salem; Gross, 2020).

O gene IRF1 é expresso constitutivamente em baixos niveis em linfocitos, células
dendriticas, mondcitos e macréfagos e € induzido por infecgBes virais, bactérias, citocinas,
como IL-1, IL-6, IL-12 e interferons do tipo | e Il. A proteina IRF-1 € instavel, com uma vida
média de aproximadamente 30 minutos (Battistini, 2009; Shi et. al., 2011; Chistiakov et. al.,
2016; Zenke; Muroi; Tanamoto, 2018; Salem; Salem; Gross, 2020).

O IRF1 possui fungdes importantes na regulacdo do crescimento celular,
apoptose, desenvolvimento de varias células do sistema imune e na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Dessa forma, o IRF1 é considerado um importante mediador dos processos
inflamatorios, tornando-o candidato para estudos que avaliem a relacdo desse gene com a
clinica de doencas inflamatorias (Battistini, 2009; Shi et. al., 2011; Chistiakov et. al., 2016;
Wang et. al., 2016; Zenke; Muroi; Tanamoto, 2018; Salem; Salem; Gross, 2020).

Polimorfismos de nucleotideo Unico de IRF1 foram avaliados em diferentes
doencas devido a sua ampla funcionalidade, sobretudo nos processos inflamatorios. Os SNP
rs121912469 e rs127912470 foram associados com o risco aumentado do desenvolvimento de
cancer gastrico, enquanto o rs56288038 foi relacionado com a diminuicdo da taxa de
sobrevivéncia apds cirurgia na doenca. Na Doenga de Chron, o SNP rs11242115 esteve

associado ao desenvolvimento da doenca, embora ndo tenha sido possivel estabelecer
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funcionalidade do polimorfismo na fisiopatologia. Nesse contexto, é notavel a diversidade de
estudos que visam estabelecer funcbes de SNP de IRF1 em diferentes doengas (Eason;
Shepherd; Blanck, 1998; Nozawa et. al., 1998; Onnie et. al., 2006; Wang et. al., 2016; Martin
et. al. 2023).

O rs839 corresponde a um SNP de IRF1 no qual ocorre a substituicdo de uma
base nitrogenada C por T na posicdo 132483434 do cromossomo 5. Embora esse
polimorfismo tenha como consequéncia mais grave a formacao de uma variante da regido 3’
ndo traduzida do RNA, suas consequéncias clinicas ainda ndo foram determinadas. Estudos
envolvendo o rs839 indicam sua participacdo como preditor genético a efeitos adversos apos
vacinacdo contra tétano, coqueluche acelular e variola. Ainda, um estudo envolvendo 452
individuos com tuberculose demonstrou associacdo entre o SNP rs839 e susceptibilidade a
tuberculose (Reif et. al., 2008; Ding et. al. 2012; Lin, He, 2014; Whitaker, Ovsyannikova,
Poland, 2015; Ma et. al., 2022; Martin et. al. 2023).

Na AF, uma provavel funcdo de IRF1 foi evidenciada por Zanette et. al. (2018),
que identificaram a atuacdo desse gene como regulador de desfechos da doencga, incluindo
englobamento celular, agregacéo de células sanguineas e inflamacdo. Entretanto, ndo existem
relatos que relacionem o SNP de IRF1 (rs839) com a AF. N&do obstante, é possivel que esse
polimorfismo esteja associado com as complicagdes clinicas da doenca, visto que a AF cursa
com inflamacdo cronica e o IRF1 esta localizado em uma regido cromossémica composta por
varios genes de citocinas. Nesse cenario, o presente estudo teve como finalidade fornecer
informacBes sobre a relacdo de um SNP nesse gene na populacdo com e sem a doenca,

buscando associa-lo com biomarcadores de mau prognostico em pacientes com AF.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a ocorréncia do polimorfismo do fator regulador de interferon 1 (rs839)
em pacientes com anemia falciforme e sua associacdo com biomarcadores clinicos e de

inflamacéo.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o perfil sociodemogréfico, clinico e laboratorial dos pacientes com
anemia falciforme;

e Determinar a frequéncia alélica e distribuicdo genotipica do polimorfismo do gene
IRF1 (rs839) em pacientes com anemia falciforme e grupo controle;

e Associar o polimorfismo de IRF1 (rs839) com os biomarcadores de inflamacdo em
pacientes com anemia falciforme em uso ou ndo da hidroxiureia;

e Associar o polimorfismo de IRF1 (rs839) com os niveis de hemoglobina fetal, o grau

de anemia e com as complicacgdes clinicas em pacientes com anemia falciforme.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1. Aspectos Eticos

O projeto foi submetido Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (Hemoce) e aprovado conforme parecer
6.185.474. Todos os participantes envolvidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

3.2. Casuistica

O estudo foi desenvolvido no periodo entre outubro de 2022 a julho de 2023.
Foram recrutados 68 pacientes diagnosticados com anemia falciforme que estavam em
acompanhamento ambulatorial no Hemoce e 82 doadores de sangue voluntarios (grupo
controle) com o perfil de hemoglobina AA. Os pacientes tiveram amostras de sangue

coletadas durante atendimento ambulatorial no periodo do estudo.
Os pacientes com anemia falciforme foram estratificados quanto:

A utilizagdo de hidroxiureia: uso continuo ha um ano ou mais (dose 8 a

30mg/kg/dia); e ndo uso (interrup¢do ha mais de trés meses) (Maia Filho et. al., 2018);

Ao grau de anemia: leve a moderada (Hb > 8g/dL) e grave (Hb < 8g/dL) (Aban et.
al., 2017);

A ocorréncia de crises vaso-oclusivas: grave (>3 crises de dor intensa que

exigiram cuidados no Gltimo ano) e ndo grave (<3 crises por ano) (Darbari et. al., 2012).
3.3. Selegéo de amostras

Os critérios de inclusdo para os pacientes abrangeram individuos com idade igual
ou superior a 18 anos, diagnostico confirmado por eletroforese de hemoglobina e/ou por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e estado estacionario da doenca, ou seja,
auséncia de episédios de dores aguda e/ou doencas infecciosas nas quatro semanas
antecedentes ao estudo; de admissdo hospitalar nos trés dias antecedentes ao estudo; e de
transfusdo sanguinea nos quatro meses anteriores ao estudo (Ballas, 2012). Foram excluidos

0s pacientes com dados incompletos no prontuario, etilistas e gestantes.
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Os critérios de inclusdo para o grupo controle abrangeram individuos com idade
igual ou superior a 18 anos e perfil de hemoglobina HbAA. Consideraram-se inelegiveis os

individuos etilistas, obesos e fumantes.
3.4. Coleta de dados e amostras

Obtiveram-se os dados epidemioldgicos (idade e sexo), antropométricos (peso,
altura e indice de massa corpérea - IMC), clinicos (crises vaso-oclusivas graves, STA, AVC,
Ulceras de membros inferiores, necrose avascular, sequestro esplénico, esplenomegalia,
hepatomegalia, doenca renal, priapismo, colelitiase e colecistite), farmacoldgicos (uso de
hidroxiureia, dose e tempo) e laboratoriais (hemograma, contagem de reticuldcitos e perfil de
hemoglobina) por consulta em prontuarios. Foram considerados biomarcadores de inflamacéo
0s seguintes paradmetros: Proteina C Reativa, Leucocitos, neutrofilos, relacdo
neutrofilos/linfocitos, mondcitos, plaquetas e ferritina. O indice de Massa Corpdrea (IMC) foi

determinado e classificado de acordo com Stevens e colaboradores (2012).

Coletaram-se duas amostras de 4 mL de sangue periférico, sendo uma em tubo
com gel separador para as dosagens de Proteina C reativa, e outra em tubo com EDTA para

extracdo de DNA e ensaio de discriminacdo alélica do polimorfismo de IRF1 (rs839).
3.5. Extracdo de DNA de sangue periférico

As amostras passaram por um processo inicial de lise de hemacias pela adi¢do de
800uL de SDH diluente (CenterLab) gelado em aliquotas de 400uL de sangue periférico. Em
seguida, adicionaram-se tampéo fosfato-salina pH 7,2 (PBS, do inglés Phosphate Buffered
Saline) e Trizol LS Reagent R (Invitrogen, EUA) seguido por incubagéo a -80°C para lise de
leucdcitos. Adiante, adicionou-se cloroformio para desnaturacdo de proteinas e, apés
centrifugacdo, obtiveram-se trés fases distintas, nas quais foram adicionadas BEB (Back
Extraction Buffer: 4M isotiocianato de guanidina + 50mM citrato de sodio di-hidratado pH
8,5 + 1M Tris-HCL pH 8,0) para quebrar as cadeias de proteinas que se ligam aos acidos
nucleicos e prosseguiu-se para incubacdo sob agitacdo constante por 30 minutos com
posterior adicdo de isopropanol e incubacdo a -20°C. A purificacdo do DNA se deu pela
adicdo de etanol absoluto gelado seguido por centrifugacdo e a eluigdo em 20uL de agua

estéril deionizada (miliQ).



31

O DNA foi quantificado por espectrofotometria em analisador de microvolumes
tipo Nanodrop (ThermoScientific) no comprimento de onda de 260nm e as concentragdes de
proteinas e outros contaminantes em 280nm. O grau de pureza foi determinado pela razéo
entre as absorbancias obtidas em 260/280, as quais foram aceitas para posterior ensaio de
discriminagdo alélica dos polimorfismos aquelas amostras com valores entre 1,7 e 2,0
(Wilfinger; Mackey; Chomczynski, 1997). Todas as amostras foram armazenadas em freezer
a -80°C.

3.6. Analise de polimorfismo rs839

O polimorfismo de nucleotideo Unico de IRF1 (rs839) foi analisado por ensaio de
discriminacgdo alélica por PCR em tempo real no CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad Laboratories, California, USA) no Laboratorio de Analises Clinicas e
Toxicologicas (LACT). Utilizou-se o sistema TagMan, o qual utiliza uma sonda fluorescente
para detectar um produto especifico de PCR conforme se acumula durante os ciclos. O alelo
selvagem (C) esteve marcado com fluor6foro VIC (cor verde) e o alelo polimorfo (T) com
fluoroéforo FAM (cor azul) (Figura 5). Foram utilizados 5,0 uL de TagMan Universal PCR
Master Mix, 2,75 pL de agua ultrapura, 0,25 pL da sonda TagMan e 2,0 uL de DNA da
amostra (com concentragdo aproximada de 20 ng/uL). As reagdes foram incubadas em
termociclador por 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, mais 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os resultados foram obtidos em graficos por meio do

programa Bio-Rad CFX Manager.

Figura 5 - Curvas de amplificacdo do polimorfismo de nucleotideo unico do gene IRF1 rs839.
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Fonte: Elaborada pelos autores. a. alelo selvagem C corado com VIC. b. alelo polimorfo T corado com FAM.
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3.7. Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelos programas IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM,
EUA) e GraphPad Prism 6. A frequéncia das variaveis categoricas foram verificadas pelo
teste de qui-quadrado e teste exato de Fisher, enquanto as variaveis numéricas foram
analisadas conforme a normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk ou Skewness e curtose.
Varidveis ndo-paramétricas foram analisadas por Mann-Whitney, enquanto as paramétricas
por teste t de amostras independentes. As varidveis numéricas foram expressas como média +
desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartil). As frequéncias alélicas de C (selvagem) e T
(polimérfica) do SNP rs839 foram verificadas para Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
pelo programa HW_TEST v1.1, aplicando-se o teste de qui-quadrado de Pearson (Santos,
Lemes e Otto, 2020). Em todas as andlises as diferencas foram consideradas significantes
quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

A idade média dos pacientes com anemia falciforme foi de 32,9 anos, sua maioria
do sexo feminino (63,2%) e com peso normal (55,9%). O grupo controle apresentou idade
média de 33,9 anos e a prevaléncia do sexo masculino (71,9%). Os pacientes apresentaram
volume corpuscular médio (VCM), leucdcitos, linfcitos, mondcitos e plaquetas elevados em
relagdo ao grupo controle. Em contrapartida, os niveis de hemoglobina e a razdo de

neutrofilos/linfocitos estiveram diminuidos em comparagdo com o grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Dados sociodemograficos e laboratoriais de pacientes com anemia falciforme e

grupo controle.

Anemia Falciforme  Grupo Controle P

Idade (anos) 32,9 (18 - 67) 33,9 (19 -65) 0,5922
Sexo (n, %) <0,0012

Masculino 25 (36,8) 59 (71,9)

Feminino 43 (63,2) 23 (28,1)
IMC (n, %) N/A

Baixo peso 8 (11,8)

Peso normal 38 (55,9)

Sobrepeso 12 (17,6)

Obesidade 4 (5,9)

Né&o consta 6 (8,8)
Hemoglobina (g/dL) 9,3(8,3-9,9) 14,5 (13,6 — 15,6) <0,0012
\Volume Corpuscular Médio (fL) 106,4 (97 — 115) 89,7 (86,8 —93,3) <0,001°
Leucdcitos (103 /mmq) 8,7+3,6 73+21 0,042
Neutrdfilos (103/mm?3) 41+23 46+25 0,216?
Linfocitos (10%/mm?) 3,2 (2,6 -4,1) 2,1(1,8-2,6) <0,001°
Mondcitos (103/mm?3) 0,5(0,4-0,8) 0,4 (0,3-0,5) 0,001
Plaquetas (10%/mm?3) 3,3(24-4,22) 2,11 (1,8-2,4) <0,001°
Reticuldcitos (10%/mm?d) 22+10 N/A
Reticuldcitos (%) 8,9+4,0 N/A
Razdo Neutrofilo/Linfécito 1(0,8-14) 2(1,5-25) <0,001P
Ferritina (ng/mL) 411 (201 — 725) N/A
Proteina C reativa (n, %) 0,016°

<6 mg/L 49 (41,2) 70 (58,8)

> 6 mg/L 18 (69,2) 8 (30,8)
Hemoglobina S (%) 74,6 £134 N/A
Hemoglobina Fetal (%) 17,3+£12,0 N/A
Hemoglobina Az (%) 49+0,8 N/A

“Teste t de Student para amostras independentes; bMann-Whitney; “Qui-quadrado de Pearson; N/A: N&o
aplicavel; IMC: Indice de Massa Corporea. Os dados estdo apresentados como média + desvio padréo,
mediana (intervalo interquartilico) e frequéncia (porcentagem).

A maioria dos pacientes (70,6%) fazia uso de hidroxiureia de forma continua, a
dose foi apresentada com valores medianos de 21,8 mg/kg/dia e com tempo de uso variando
de 1 a 11 anos. Colelitiase, Ulceras de membros inferiores e crises de vaso-oclusdo graves

foram as complicaces clinicas mais frequentes nos pacientes com anemia falciforme (41,1%,



34

30,9% e 26,5%, respectivamente), ao passo que acidente vascular cerebral, esplenomegalia e
hepatomegalia foram as menos frequentes (5,9%, 7,3% e 7,3% respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2 — Uso de hidroxiureia e histérico de complicacdes clinicas de pacientes com
anemia falciforme.

Uso de hidroxiureia (n, %) 48 (70,6)
Dose (mg/kg/dia) 21,8 (18,8 — 27,2)
Tempo de Uso

De 1 a5 anos 6 (8,8)
Mais que 5 anos 42 (61,8)

Anemia grave (n, %) 11 (16,2)

Crises de vaso-ocluséo grave (n, %) 18 (26,5)

Sindrome torécica aguda (n, %) 13 (19,1)

Acidente vascular cerebral (n, %) 4 (5,9)

Ulceras de membros inferiores (n, %) 21 (30,9)

Necrose avascular (n, %) 10 (14,7)

Sequestro esplénico (n, %) 7 (10,3)

Esplenomegalia (n, %) 5(7,3)

Hepatomegalia (n, %) 5(7,3)

Doenca renal (n, %) 8 (11,8)

Priapismo (n, %) 6 (24)

Colelitiase (n, %) 28 (41,1)

Colecistite (n, %) 8 (11,8)

Os dados estdo apresentados como mediana (intervalo interquartilico) e frequéncia (porcentagem).

O polimorfismo de IRF1 (rs839) esteve presente em 40 (58,8%) pacientes e em 52
(63,4%) individuos do grupo controle. As proporc¢des dos gendtipos estiveram de acordo com
o equilibrio de Hardy-Weinberg (pacientes: p = 0,509; controle: p = 0,267) (Figura 6). Nao
houve diferenca entre a frequéncia alélica e distribuicdo genotipica entre os grupos (Tabela 3).
Figura 6 - Grafico ternario de equilibrio de Hardy-Weinberg de pacientes com
anemia falciforme e grupo controle.
a. b.
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Fonte: Elaborado pelo autor. CC: gendtipo éelvagem, CT: genétipo polimorfo em
heterozigose, TT: gendtipo polimorfo em homozigose. Distribuicdo genotipica esperada

(pontos vermelhos) e observada (pontos pretos).
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Tabela 3 — Frequéncia alélica e distribuicdo genotipicas do polimorfismo de IRF1 rs839 em
pacientes com anemia falciforme e grupo controle.

Anemia Falciforme (n=68) Grupo Controle (n=82) P

Alelos C 89 (65,4%) 103 (62,8%)
T 47 (34,6%) 61 (37,2%) 0.717
Gendtipos CcC 28 (41,2%) 30 (36,6%)
CT 33 (48,5%) 43 (52,4%) 0,847
1T 7 (10,3%) 9 (11%)

Teste de qui-quadrado (x?). C: alelo selvagem, T: alelo polimorfo, CC: gendtipo selvagem, CT/TT: gendtipos
polimorfos. Os dados estéo apresentados como frequéncia (porcentagem).

N&o houve associacdo entre o uso de hidroxiureia e a frequéncia alélica ou
distribuicdo genotipica do polimorfismo de IRF1 (rs839) (Tabela 4). Os pacientes em uso de
hidroxiureia apresentaram niveis elevados de hemoglobina fetal em relacdo aos que nédo
utilizavam o medicamento. Entretanto, ndo houve diferenca nos niveis de hemoglobina fetal
nos gendtipos do polimorfismo de IRF1 (rs839) em pacientes que ndo faziam uso de
hidroxiureia (p = 0,177) (Figura 7).

Tabela 4 - Associagdo entre frequéncia alélica e distribuicdo genotipica do
polimorfismo rs839 e uso de hidroxiureia em pacientes com anemia falciforme.

Frequéncia alélica Distribuicdo genotipica
C T p cC CT TT p
Uso de hidroxiureia
Sim 21 (80,8) 23 (76,7) 0,709° 19 (67,9) 22(66,7) 7 (100) 0,235

Né&o 5(19,2) 7 (23,3) 9(32,1) 11(33,3) 0(0)
2 Teste de qui-quadrado (y?); > Teste exato de Fisher. C: alelo selvagem; T: alelo polimorfo; CC: gendtipo

selvagem; CT: gendtipo polimorfo em heterozigose; TT: gendtipo polimorfo em homozigose. Os dados
estéo apresentados como frequéncia (porcentagem).

Figura 7 - Niveis de hemoglobina fetal em pacientes com anemia falciforme.
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Fonte: Elaborada pelos autores. a. em relacdo ao uso de hidroxiureia e b. diferentes genétipos do polimorfismo

de IRF1 rs839 em pacientes que ndo fazem uso de hidroxiureia. CC: gendtipo selvagem, CT/TT: gendtipos
polimorfos. Teste t de Student para amostras independentes.
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N&o houve associagdo entre a presenca do polimorfismo e os biomarcadores de
inflamacdo: leucdcitos (p=0,441), neutrdfilos (p=0210), linfécitos (p=0,781), razdo
neutrofilos/linfocitos  (p=0,087), mondcitos (p=0,365), plaquetas (p=0,524), ferritina
(p=0,084) e proteina C reativa (p=0,523) nos pacientes com anemia falciforme (Figura 8;
Tabela 5).

Figura 8 - Biomarcadores de inflamagdo em pacientes com anemia falciforme independente

do uso de hidroxiureia nos diferentes genétipos do polimorfismo de IRF1 (rs839).
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Fonte: Elaborada pelos autores. CC: genétipo selvagem, CT/TT: gendtipos polimorfos. Teste t de Student para

amostras independentes e Mann Whitney.

Tabela 5 - Associacédo entre frequéncia alélica e distribuicdo genotipica de rs839 com niveis de
proteina C reativa em pacientes com anemia falciforme.

Frequéncia alélica Distribui¢do genotipica
C T p CcC CT TT P
Proteina C reativa
<6 mg/L 56 (70,9) 28 (71,8) 21(75) 23(719) 5(714)

a b
> 6 mg/L 23(291)  11(282) 9 725 981 208 0%

& Teste de qui-quadrado (y%); ™ Teste exato de Fisher. C: alelo selvagem; T: alelo polimorfo; CC: gendtipo
selvagem; CT: gendtipo polimorfo em heterozigose; TT: genotipo polimorfo em homozigose. Os dados estdo
apresentados como frequéncia (porcentagem).
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As contagens de leucdcitos, neutréfilos, linfocitos e mondcitos estiveram elevadas
nos pacientes que ndo faziam uso de hidroxiureia em compara¢do aos que ndo utilizavam o
farmaco (Figura 9). Em contrapartida, ndo houve diferenca entre a razdo
neutrofilos/linfocitos, contagem de plaquetas e niveis de ferritina nos pacientes com anemia

falciforme em relacdo ao uso do medicamento.

Figura 9 - Influéncia do uso de hidroxiureia sobre biomarcadores de inflamacdo em pacientes

com anemia falciforme.
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Fonte: Elaborada pelos autores. a. leucdcitos, b. neutréfilos, c. linfocitos, d. mondcitos, e. plaquetas, f. razéo
neutrofilos-linfocitos, g. ferritina. Teste t de Student para amostras independentes e Mann Whitney.

Ao avaliar os biomarcadores de inflamagdo em pacientes que ndo faziam uso de
hidroxiureia verificou-se maior contagem de mondcitos (p = 0,046) e de plaquetas (p = 0,013)

nos pacientes com geno6tipo polimorfo (CT/TT) em comparacdo ao genoétipo selvagem (CC)
(Figura 10).
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Figura 10 - Biomarcadores de inflamag&o em pacientes com anemia falciforme que ndo fazem

uso de hidroxiureia nos diferentes genotipos do polimorfismo de IRF1 (rs839).
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Fonte: Elaborada pelos autores. a. leucdcitos, b. neutréfilos, c. linfocitos, d. mondcitos, e. plaquetas, f. razéo
neutréfilos-linfacitos, g. ferritina. CC: gendtipo selvagem, CT/TT: genétipos polimorfos. Teste t de Student para

amostras independentes e Mann Whitney.

N&o houve associacdo entre a frequéncia alélica ou a distribuicdo genotipica do
polimorfismo de IRF1 (rs839) e o grau de anemia grave, ocorréncia de crises-oclusivas
graves, sindrome toracica aguda, acidente vascular cerebral, Ulceras de membros inferiores,
necrose avascular, sequestro esplénico, esplenomegalia, hepatomegalia, nefropatia falciforme,
doenca renal, priapismo e colelitiase em pacientes com anemia falciforme (Tabela 6). Em
contrapartida, pacientes com o genétipo CC e CT apresentaram menor incidéncia de

colecistite em relacdo aqueles com gendtipo TT.
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Tabela 6 - Associacdo entre frequéncia alélica e distribuicdo genotipica de rs839 com as
complicacdes clinicas em pacientes com anemia falciforme.

Grau da anemia
Moderada
Grave
Crises vaso-oclusivas grave

Sim
Nao
Sindrome toracica aguda
Sim
Nao
Acidente vascular cerebral
Sim
Nao
Ulcera de membros inferiores
Sim
Nao
Necrose avascular
Sim
Nao
Sequestro esplénico
Sim
Nao
Esplenomegalia
Sim
Nao
Hepatomegalia
Sim
Nao
Doenca renal
Sim
N&o
Priapismo
Sim
Nao
Colelitiase
Sim
Nao
Colecistite
Sim
Nao

Frequéncia alélica

C T
77(86,5) 37 (78,7)
12 (135) 10 (21,3)
23(25,8) 13(27,7)
66 (74,2) 34 (72,3)
17.(19,1) 8 (17.4)
72(80,9) 38 (82,6)
6(67)  2(43)
83(93,3) 45 (95,7)
26 (29,9) 16 (34)
61(80,1) 31 (66)
13 (14,6) 7 (14,9)
76 (85,4) 40 (85,1)
11(12,4)  3(6/4)
78 (87,6) 44 (93,6)
7(79)  3(64)
82(92,1) 44 (93,6)
4(45)  6(12,8)
85(95,5) 41(87,2)
11(12,4)  5(10,6)
78 (87,6) 42 (89,4)
8(258) 4(21,1)
23 (74,2) 15 (78,9)
41 (46,1) 15 (31,9)
48 (53,9) 32 (68,1)
9(10,1)  7(14,9)
80 (89,9) 40 (85,1)

0,327%

0,840P

0,822°

0,714°

0,697°

1,000°

0,379°

1,000°

0,094°

0,791°

0,748°

0,143°

0,415P

Distribuicéo genotipica

cC CT TT
25(89,3) 27(81,8) 5(714)
3(10,7)  6(182) 2(28,6)
7(25)  9(27.3)  2(28,6)
21(75) 24(72,7) 5(71,4)
5(17,9)  7(212) 1(14,3)
23(82,1) 26(78,8) 6(85,7)
2(71)  2(61) 0 (0)
26(92,9) 31(939) 7(100)
8(286) 12(364) 2(28,6)
20 (71,4) 21(63,6) 5(714)
4(143) 5(152) 1(143)
24(85,7) 28(84,8) 6(85,7)
4(143)  3(9,1) 0 (0)
24(85,7) 30(90,9) 7 (100)
3(10,7) 1(3)  1(143)
25(89,3) 32(97) 6(857)
1(36) 2(61)  2(286)
27(96,4) 31(939) 5(714)
3(107) 5(152)  0(0)
25(89,3) 28(84,8) 7 (100)
2(221) 4(208  0(0)
7(77.9)  9(69,2) 3 (100)
15(53,6) 11(333) 2(28,6)
13(46,4) 22(66,7) 5 (71,4)
4(143) 13  3(429)
24(857) 32(97) 4(57,1)

0,348°

1,000°

0,907°

1,000°

0,866°

1,000°

0,733°

0,290°

0,152b

0,654°

0,826°

0,225°

0,015°

& Teste de qui-quadrado (y?); > Teste exato de Fisher; C: alelo selvagem; T: alelo polimorfo; CC: gendétipo
selvagem; CT: gendtipo polimorfo em heterozigose; TT: genotipo polimorfo em homozigose. Os dados estdo

apresentados como frequéncia (porcentagem).
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5 DISCUSSAO

O sexo feminino foi predominante nos pacientes com AF, 0 que estd em
concordancia com estudos da literatura (Ezenwa et. al., 2014; da Cruz et. al., 2016; dos
Santos et. al., 2021; Spira et. al., 2022). Essa predominancia pode estar relacionada com o
perfil da populagdo cearense, a qual é composta em sua maioria por mulheres (51,7%), visto
que a AF ndo é uma doenca ligada aos cromossomos sexuais e sim de carater autossémico
recessivo (da Cruz et. al., 2016; IBGE, Censo demogréfico, 2022).

No presente estudo houve predominio do peso normal nos pacientes adultos com
AF, 0 que estd de acordo com Dickmen e colaboradores (2022) e Lamarre e colaboradores
(2016). No entanto, Ali e colaboradores (2021) encontraram uma prevaléncia de baixo peso ao
avaliar o estado nutricional de pacientes com AF em idade fértil. Vale ressaltar que séo poucos
0s estudos na populacdo adulta com AF que avaliam IMC, sendo mais frequentes na
populacdo infantil e na adolescéncia, fato atribuido a andlise do impacto da doenca no
desenvolvimento dos mesmos (Odetunde et. al., 2016; Alzharani et. al., 2021; Jackson et. al.,
2022).

Os resultados dos exames laboratoriais apresentaram diferencas significativas
entre os individuos com AF e o grupo controle. Os valores elevados de VCM apresentados
pelos pacientes em comparagdo com o grupo controle sdo indicativos de macrocitose e podem
estar relacionados com a boa aderéncia ao tratamento com hidroxiureia (Cancado; Jesus,
2007). Além disso, elevacdo nas contagens de leucdcitos e linfocitos dos pacientes em relacao
ao grupo controle estdo de acordo com a literatura que se devem principalmente ao efeito
benéfico de hidroxiureia (Zahran, et. al. 2020; Ali et. al., 2021).

No presente estudo, a razdo de neutrofilos/linfocitos nos pacientes com AF foi
significantemente inferior em comparacdo ao grupo controle, porém ambos apresentaram
valores dentro dos parametros de referéncia (Zahorec, 2021). A razdo de neutréfilos/linfécitos
é calculada pela diviséo entre seus valores absolutos e tem sido postulada como um marcador
da inflamacdo (Alagbe; Olaniyi, 2019; Maharaj; Chang, 2023). Na AF, a elevacdo desse
pardmetro tem sido associada com nefropatia falciforme e correlacionada com infecgdes
bacterianas e infecgOes virais em pacientes com AF em crise de vaso-oclusdao (Emokpae;
Abdu; Gwaram, 2016; Maharaj; Chang, 2023). No presente estudo foram avaliados apenas
pacientes em estado basal, portanto, nossos achados se contrapfem a literatura, na qual
determina que a elevagdo da razdo neutrdfilos/linfocitos estdo mais associados com a doenga
em sua forma aguda (Maharaj; Chang, 2023). O perfil da razdo neutréfilos/linfocitos se

manteve o0 mesmo independente do uso de hidroxiureia no presente estudo, fato que exclui a
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interferéncia do medicamento na analise. Entretanto, esse resultado foi discordante com o
estudo de Zahran e colaboradores (2020), que verificou uma diminuicdo na razéo
neutrofilos/linfocitos em pacientes com AF em uso de hidroxiureia.

Os niveis de ferritina sérica ndo sofreram influéncia do polimorfismo de IRF1
rs839 nos pacientes com AF. A ferritina é descrita como um marcador de inflamacéo aguda e
cronica e ativador de macrofagos M1 e encontra-se elevada em uma série de doengas
inflamatdrias como doenca renal cronica, lUpus eritematoso sistémico e Covid-19 (Seyhan et.
al., 2014; Ueda; Takasawa, 2018; Dahan et. al., 2020; Plays; Miiller; Rodriguez, 2021). Na
AF, os niveis basais de ferritina sérica sdo normalmente elevados em relacdo a individuos
saudaveis devido ao processo inflamatério instaurado, aumentando ainda mais durante as
crises de vaso-oclusdo agudas (Lee et. al., 2022). Tal fato se deve a exposicdo de células
mononucleadas ao ferro por meio da diminuicdo da vida média dos eritrocitos, da hemolise
intravascular e por transfus@es sanguineas frequentes (van Beers et. al., 2015).

Os niveis de proteina C reativa estiveram mais elevados em pacientes com AF em
comparagdo com o grupo controle. Na AF, o dano endotelial e ativacdo de células endoteliais
e de moléculas de adesdo levam a inflamacéo, liberacdo de proteina C reativa e outros
mediadores inflamatorios com subsequente aumento da isquemia (Okocha et. al., 2014). A
producdo de proteina C reativa faz parte de uma resposta de fase aguda inespecifica a
inflamacéo e necrose tecidual estando, portanto, elevadas normalmente em pacientes com AF
em comparacdo a individuos saudaveis e aumentando ainda mais durante as crises de vaso-
oclusdo (Manwani; Frenette, 2013; Okocha et. al., 2014; Lee et. al., 2022).

No presente estudo ndo houve associagdo entre o polimorfismo de IRF1 rs839 e
os niveis de hemoglobina fetal. Niveis aumentados de hemoglobina fetal conferem melhor
progndstico e reducgdo na gravidade da doenca em pacientes com AF, visto que € responsavel
pela diminuicdo da polimerizagdo de HbS, uma melhor oxigenagéo de tecidos e redugédo da
inflamacdo (Mohammad et. al., 2020). O gene BCL11A é um importante modulador da AF
devido ao fato de codificar um fator de transcricdo que modula a expressdo do gene da vy-
globina, essencial na sintese de HbF (Chaouch et. al., 2016b). Dessa forma, alguns SNP nesse
gene, como rs11886868 e rs4671393 sdo responsaveis por aumentar os niveis de HbF em
pacientes com AF (Chaouch et. al., 2016b). Além disso, Laurentino e colaboradores (2018)
identificaram uma associacdo entre o polimorfismo rs7557939 e o0 aumento da producéo de
LDH e da concentracdo de metemoglobina, biomarcadores de hemdlise, em pacientes com AF

em uso de hidroxiureia.
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A maioria dos pacientes com AF ndo apresentaram crises de vaso-ocluséo graves e
anemia grave, 0 que pode estar atribuido ao uso de hidroxiureia. Os efeitos benéficos da
hidroxiureia na AF sdo decorrentes da elevacdo dos niveis séricos de hemoglobina fetal, o que
diminui a concentracdo de HbS dentro da hemaécia, reduz o processo de polimerizacéo da Hb,
impede a falcizagdo e que os eventos de vaso-oclusdo ocorram (‘YYahouédéhou et. al., 2019).
Além disso, a hidroxiureia aumenta os niveis de hemoglobina, melhorando o quadro anémico
dos pacientes e diminuindo a necessidade de transfusdes de concentrados de hemaécias
(Mangla et. al., 2022).

O rs839 corresponde a um SNP de IRF1 no qual ha a substituicdo de uma base
nitrogenada C por T, tendo como consequéncia mais grave uma variante 3> UTR. No presente
estudo a determinacao da frequéncia alélica e distribuicdo genotipica do SNP de IRF1 rs839
revelou a prevaléncia do alelo selvagem C e o gendtipo CT em pacientes com AF e grupo
controle, ndo havendo diferenca entre os grupos. Ainda, a frequéncia do alelo polimorfo T
determinada no estudo atual foi de 34,6% em pacientes com AF e 37,2% no grupo controle,
valores inferiores aos relatados na literatura para a populacéo geral, que é de 41% (The 1000
Genomes Project Consortium, 2015).

Modificagfes de um ou ambos os alelos de IRF1 foram descritos em uma
variedade de doencas e podem desempenhar fungdes essenciais no desenvolvimento de cancer
(Eason; Shepherd; Blanck, 1998; Nozawa et. al., 1998; Wang et. al., 2016). Um estudo in
vitro com linhagem de células de carcinoma pulmonar e de carcinoma de bexiga demonstrou
gue o SNP de IRF1 rs121912469 (T—A) resulta na conversao de um residuo de triptofano no
cdédon 11 por arginina (W11R). Essa regido é referente ao dominio DBD compartilhado pelos
membros da familia dos IRF e a substituicdo desses residuos leva a supressao da atividade de
ligacdo ao DNA e a atividade transcricional (Eason; Shepherd; Blanck, 1998). Wang e
colaboradores (2016) demonstraram que o SNP de IRF1 rs56288038 (G—C) € regulado por
MiR-502-5p por meio da supressdo da transcrigdo de IRF1, estando relacionado com o risco
de desenvolvimento de cancer gastrico e diminui¢do da taxa de sobrevivéncia em pacientes
com cancer gastrico apés cirurgia. Ainda, Nozawa e colaboradores (1998) demonstraram que
0 SNP de IRF1 rs127912470 (A—T) é responsavel pela inativacdo do gene, diminuindo
consideravelmente a atividade transcricional por meio da inibicdo da ligacdo ao DNA e
aumentando o desenvolvimento de cancer gastrico.

Onnie e colaboradores (2006) demostraram uma associacdo do SNP de IRF1
rs11242115 (G—C) com a susceptibilidade a Doenca de Chron. Entretanto, ndo foi possivel

estabelecer a funcionalidade do polimorfismo em relacdo a patogénese da doenca. Vale
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ressaltar que a regido cromossémica avaliada no estudo acima foi a mesma do presente estudo
e possui um cluster de genes de citocinas, fato esse que justifica a necessidade de estudos
sobre esses polimorfismos de IRF1 abrangendo doencas de carater inflamatério.

A contagem de mondcitos esteve diminuida significantemente no genétipo CC em
relacdo ao CT em pacientes com AF que ndo faziam uso de hidroxiureia. O IRF1 participa da
diferenciacdo de mondcitos por meio da inducdo de fator estimulador de colénias de
granulécitos (G-CSF), o qual é regulado positivamente na inflamacdo (Battistini, 2009). Os
monacitos podem influenciar eventos inflamatorios e, quando ativados, possuem capacidade
de gerar NO. A baixa biodisponibilidade de NO na AF leva ao aumento de expressao de
moléculas de adesdo, culminando em estresse oxidativo, crises de vaso-oclusao e subsequente
inflamacdo (Mitchell; Roediger; Weninger, 2014; Nader; Romana; Cones, 2020). Nesse
contexto, polimorfismos no gene IRF1 podem estar associados com a producdo de mondcitos
e/ou sua ativacao, estando relacionados com as complicagdes da doenca.

A contagem de plaquetas foi reduzida significantemente no genétipo CC em
comparacdo ao CT nos pacientes com AF que ndo faziam uso de hidroxiureia. Embora o
nimero de plaquetas se mantenha normal na AF, durante a inflamacdo as plaquetas séo
ativadas e liberam multimeros de von Willembrand, tendo como consequéncias ligacdo ao
endotélio e drepandcitos e consequente aumento das crises de vaso-oclusdo (Sundd; Gladwin;
Novelli, 2019).

No presente estudo ndo houve associacdo entre a frequéncia alélica ou a
distribuicdo genotipica do polimorfismo em relacdo a ocorréncia de crises-oclusivas graves.
Belmont e colaboradores (2016) demonstraram associacao entre o polimorfismo de LGALS3 e
0s niveis séricos intermediarios e baixos de GAL-3 com maiores frequéncias de crises de
vaso-oclusdao em pacientes com AF em estado basal. Embora ndo haja relatos avaliando as
funcdes de SNP de IRF1 na clinica da AF, ainda persiste a busca de novos marcadores
genéticos que indiquem a predisposicao de crises de vaso-oclusdo nessa populacao.

O polimorfismo de IRF1 rs839 néo esteve associado com 0 grau de anemia nos
pacientes com AF, 0 que pode estar relacionado com a baixa incidéncia de anemia grave e a
prevaléncia do uso de hidroxiureia na populacdo estudada. Diakite e colaboradores (2011)
determinaram a associacdo do SNP de IRF1 rs2706384 com resposta ao tratamento com
pacientes portadores de malaria, evidenciando que a presenca de polimorfismos pode
proporcionar vantagens no manejo de doencas.

N&o houve associagdo entre historico de STA e frequéncia alélica ou distribui¢do

genotipica do polimorfismo de IRF1 rs839. A determinacdo de fatores de risco para o
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desenvolvimento de complicacgdes clinicas auxilia na identificacdo precoce e permite atencéo
especial para a prevencdo de resultados adversos. Alkindi e colaboradores (2020)
demonstraram que pacientes com leucocitose juntamente com a diminui¢do dos niveis de Hb
e trombocitose evoluiam mais frequentemente para STA quando comparados com pacientes
com AF sem STA prévia. Em pacientes com AF em estado basal, observou-se uma associagdo
entre polimorfismos relacionados ao perfil de baixa producdo de IL-10 e a ocorréncia prévia
de STA. Além disso, foi identificado que pacientes com historico de STA apresentaram niveis
elevados de TNF-o em comparacdo aqueles sem STA prévio, indicando a persisténcia de um
processo inflamatorio crénico (Cavalcante et. al., 2016).

O polimorfismo de IRF1 rs839 nédo esteve associado com histérico de AVC em
pacientes com AF, fato esse que pode atribuido a baixa prevaléncia da complica¢do no grupo
estudado. NA AF, a ocorréncia de AVC aumenta quando as crises de vaso-oclusao ocorrem
especificamente na vasculatura cerebral, sendo mais frequentes na infancia e inicio da fase
adulta (Pinto et. al., 2019; Edwards et. al., 2022). Alguns polimorfismos foram avaliados na
AF com o intuito de serem utilizados como preditores de risco ou protecdo para o
desenvolvimento de AVC. Pacientes com AF que exibiam gendtipo GG para o polimorfismo
de 116 rs1800795 tiveram cerca de trés vezes menos chances de desenvolver AVC em relagao
aqueles com gen6tipo GC e CC (Domingos et. al. 2017). Ainda, em um estudo recente
desenvolvido pelo nosso grupo de estudo foi verificado que um polimorfismo de Irf4 na
regido rs1877176 esteve associado a um menor risco de desenvolvimento de AVC (Nojosa,
2023). Contrariamente, Barbosa e colaboradores (2014) verificaram associacdo entre
polimorfismos na haptoglobina com risco de hospitalizagdo ou sequela de AVC. Nesse
contexto, investigaces da influéncia de diferentes polimorfismos nas complicagdes clinicas
na AF podem indicar novos moduladores genéticos da doenca e propiciar abordagens inéditas
para o tratamento.

N&o houve associagéo entre ulceras de membros inferiores e frequéncia alélica ou
distribuicdo genotipica do polimorfismo de IRF1 rs839. Os SNP podem explicar diferengas
individuais na gravidade de doengas, incluindo susceptibilidade as complicacGes clinicas.
Nesse contexto, em um estudo desenvolvido em Sdo Paulo com pacientes adultos com AF em
estado basal, foi verificado que um polimorfismo de IL6 esteve associado com o risco para o
desenvolvimento de uUlceras de membros inferiores (Vicari et. al., 2015). Ainda, os autores
identificaram que a baixa frequéncia do alelo recessivo dificulta a confirmacéo da influéncia
genética nas caracteristicas clinicas dos pacientes, fato que pode justificar os resultados

encontrados no presente estudo.
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O polimorfismo de IRF1 rs839 ndo esteve associado com historico de necrose
avascular em pacientes com AF. A necrose avascular é uma condi¢do causada pela reducdo do
fluxo sanguineo nos ossos, afetando principalmente articulagdes do fémur, ombros, joelho e
calcanhar (Leandro et. al., 2022). Dentre os polimorfismos genéticos avaliados com potencial
risco de desenvolvimento dessa condi¢cdo na AF, destacam-se SNP em genes relacionados ao
crescimento e diferenciacdo de condrdcitos e osteoblastos (BMP6), ao controle de canais de
ions e vias endocrinas de regulacdo da vitamina D e producdo de 6xido nitrico (Klotho) e a
regulacdo de processos envolvidos na homeostase e mineralizacdo 6ssea (ANXA2) (Baldwin
et. al., 2005; Pandey et. al., 2012; Samara et. al., 2013; Pacheco; Gongalves, 2014; Chaouch
et. al., 2015).

Priapismo é uma condicdo considerada como emergéncia uroldgica, pois se ndo
tratada imediatamente podera levar a fibrose do pénis, disfuncdo erétil e impoténcia. Embora
ndo tenha sido associado com a frequéncia alélica ou distribui¢do genotipica do polimorfismo
de IRF1 rs839, alguns estudos demonstram associa¢des entre alguns marcadores genéticos na
AF como fator XIIl e TGF-p, relacionados com a biologia vascular endotelial (Elliot et. al.,
2007; Figueiredo et. al., 2021).

Dentre as complicacfes hepatobiliares observadas, a colelitiase foi a mais
frequente, tendo ocorrido previamente em 41,1% dos pacientes. A colelitiase é uma das
complicacbes hepatobiliares mais comuns na AF e embora seja mais frequente em
adolescentes e adultos, pacientes mais velhos possuem risco aumentado de formacdo de
calculos biliares (Pontes et. al., 2017; Martins et. al., 2017). Algumas varia¢Ges genéticas sdo
responsaveis pelo aumento de risco de colelitiase em pacientes com AF, como o0s
polimorfismos rs887829 do gene UGT1A1 e rs4149000 do gene SLCO1A2, cujas proteinas
estdo envolvidas no transporte de bilirrubina hepatica (Chaouch et. al., 2016a; Batista et. al.,
2021).

A colecistite é uma das complicagdes da colelitiase sintomatica e ambas estéo
inclusas no grupo de doengas de calculo biliar, juntamente com colangite e coledocolitiase
(Pontes et. al., 2017). As doencas de célculo biliar sdo complexas e multifatoriais,
dependendo de fatores ambientais e genéticos, este contribuindo em cerca de 20 a 40% para a
sua patogénese (Banach et. al., 2022). Nesse contexto, em um estudo envolvendo 900
pacientes com colecistite, Bonde e colaboradores (2020) identificaram SNP associados com 0
risco para colecistite em um locus na regido cromossémica 5p15. Vale ressaltar ainda que a
regido estudada se situava préxima as regides codificantes de DNAH5 e LOC105374660,

genes 0s quais sdo expressos na vesicula biliar. No presente estudo, houve maior incidéncia de
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colecistite nos pacientes com genétipo TT do polimorfismo rs839 de IRF1 em relacdo aos
gendtipos CC e CT. Esse achado pode estar relacionado com um possivel aumento de
expressao de citocinas proinflamatorias, as quais sao responsaveis por desencadear as crises
de vaso-oclusdo com subsequente isquemia e inflamacdo, propiciando a ocorréncia de
colecistite. Entretanto, para determinar a influéncia do SNP rs839 no desenvolvimento de
colecistite, sdo necessarios estudos que avaliem uma maior quantidade de pacientes com a
condicdo, além dos niveis de citocinas proinflamatdrias reguladas pelo gene que sejam
relevantes nos processos de crises de vaso-oclusdo na AF.

O presente estudo possui algumas limitagbes como o tamanho reduzido da
amostra, uso de hidroxiureia, baixa incidéncia das complicagdes clinicas e dependéncia da
disponibilidade e qualidade de registros médicos. Entretanto, vale ressaltar que participaram
do estudo todos os pacientes com anemia falciforme que compareceram ao centro de
referéncia durante o periodo do estudo, de forma que compuseram uma amostra
representativa. Ainda, os resultados obtidos nesse trabalho impulsionam novas pesquisas
sobre as funcdes do polimorfismo de IRF1 rs839 frente as complicacdes clinicas da AF, uma
vez que os achados evidenciaram uma associacdao entre o alelo polimorfico com
biomarcadores de mau progndéstico na doenca. Portanto, baseando-se nos resultados obtidos,
evidencia-se a necessidade de estudos longitudinais com um nimero maior de pacientes com

a doenga.

6 CONCLUSAO

Os pacientes com AF eram em sua maioria do sexo feminino e tinham o IMC
dentro da faixa normal. Os niveis de hemoglobina e razdo de neutréfilos/linfécitos foram
inferiores em relacdo ao grupo controle. Em contrapartida, o volume corpuscular médio e a
contagem de leucocitos, linfocitos, monaocitos e plaquetas foram elevadas em comparacao
com o grupo controle. Com relacéo a clinica da doenca, houve prevaléncia de crises de vaso-
ocluséo néo graves, grau de anemia moderado e utilizacdo de hidroxiureia por mais de 5 anos.

A determinacdo da frequéncia alélica e distribuicdo genotipica do polimorfismo de
IRF1 rs839 demonstrou prevaléncia do alelo selvagem C e gendtipo CT nos pacientes com
anemia falciforme e grupo controle, ndo havendo diferencas entre as populagcdes com ou sem
a doenga.

Dentre os pacientes que ndo faziam uso de hidroxiureia, aqueles com genétipo CT

e TT apresentaram contagens elevadas de monacitos e plaquetas em relacéo ao genotipo CC.
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O polimorfismo de IRF1 (rs839) néo esteve associado com anemia grave, crises-
oclusivas graves, sindrome torécica aguda, acidente vascular cerebral, Ulceras de membros
inferiores, necrose avascular, sequestro esplénico, esplenomegalia, hepatomegalia, nefropatia
falciforme, doenca cardiaca, priapismo e colelitiase. Entretanto, pacientes com genotipo TT

apresentaram maior incidéncia de colecistite em relacéo aos genétipos CC e CT.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo intitulado “Polimorfismos em genes de fatores reguladores de
interferon em pacientes com anemia falciforme: associagdo com biomarcadores de inflamagao e reguladores do ferro.”,
0 qual esta sendo desenvolvido pela Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves Lemes. Antes de decidir se deseja
participar (de livre e espontanea vontade) vocé deve ler e compreender todo o contetdo e, em caso de dlvidas, a
equipe deste estudo responderd as suas perguntas. Ao final, caso decida participar, vocé sera solicitado (a) a assinar
este documento e recebera uma copia.
O objetivo deste estudo é avaliar como as caracteristicas presentes no sangue influenciam a inflamagdo em pessoas
com Anemia Falciforme, de forma que podera beneficiar os portadores de anemia falciforme possibilitando maiores
informacdes sobre a doenga ao profissional de salde o que auxilia na tomada de decisdes e intervencdes terapéuticas
para melhor qualidade de vida do paciente. Para tanto, solicitamos que o(a) Sr. (a) autorize a coleta de 2 (dois) tubos de
sangue (4 mL), as quais serdo obtidas por puncdo venosa no brago. Também serdo coletadas informagdes sobre seu
exame de sangue (hemograma), frequéncia de crises dolorosas e uso do medicamento Hidroxiureia, além da idade,
sexo, peso e altura presentes em seu prontudrio. Os riscos envolvidos na participagdo do estudo sdo maiores que 0
minimo, estando relacionados com a possibilidade de dor e formacéo de mancha roxa devido a coleta de sangue. A fim
de evitar isso, as coletas serdo realizadas por equipe treinada. O sangue coletado sera transportado em gelo no isopor
até o Laboratério de Bioprospecgdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica, do Curso de Farmacia da Universidade
Federal do Ceard e, ap0s analisadas, serdo armazenadas em freezer a -800C para posterior analise de material genético.
A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera oportunistica, plenamente voluntaria e consciente. Ndo havera
qualquer forma de pagamento, compensagdo material ou prejuizo de sua assisténcia médica. O(a) senhor(a) pode
desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Suas amostras serdo
descartadas através de incineragdo de material biol6gico por uma empresa especializada contratada pela Universidade
Federal do Ceard ao fim do estudo (dezembro de 2023). Sua identidade sera mantida em sigilo absoluto, sendo a
divulgagdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita & discusséo académica de &mbito cientifico e,
ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificacdo. Serd, no entanto, permitido o acesso as informagdes sobre
procedimentos relacionados a pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador € Romélia Pinheiro Gongalves
Lemes, enderego para contato: Rua Pastor Samuel Munguba,1210 — Rodolfo Tetfilo, CEP 60430-372 - Fortaleza, CE
— Brasil, Telefone: (85) 99822-4040.
Se o(a) Senhor(a) tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do HEMOCE — E-mail: cep@hemoce.gov.ce.br. Caso o(a) Senhor (a) sinta-se
suficientemente informado a respeito das informagdes que leu ou que foram lidas para vocé sobre os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha remuneracédo para participar do estudo e
se 0 senhor(a) concorda em participar solicitamos que assine no espago abaixo nas duas vias do documento. Vocé
ficard com uma das vias assinadas por vocé ou seu responsavel legal e pelo pesquisador.

Data: / /

Assinatura do paciente/ representante legal
Data: / /

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

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do estudo intitulado “Polimorfismos em genes de fatores reguladores de
interferon em pacientes com anemia falciforme: associagdo com biomarcadores de inflamagao e reguladores do ferro.”,
0 qual esta sendo desenvolvido pela Profa. Dra. Romélia Pinheiro Gongalves Lemes. Antes de decidir se deseja
participar (de livre e espontanea vontade) vocé deve ler e compreender todo o contetdo e, em caso de dlvidas, a
equipe deste estudo responderd as suas perguntas. Ao final, caso decida participar, vocé sera solicitado (a) a assinar
este documento e recebera uma copia.
O objetivo deste estudo é avaliar como as caracteristicas presentes no sangue influenciam a inflamagdo em pessoas
com Anemia Falciforme, de forma que podera beneficiar os portadores de anemia falciforme possibilitando maiores
informacdes sobre a doenga ao profissional de salde o que auxilia na tomada de decisdes e intervencdes terapéuticas
para melhor qualidade de vida do paciente. Para tanto, solicitamos que o(a) Sr. (a) autorize a coleta de 2 (dois) tubos de
sangue (4 mL), as quais serdo obtidas por pungdo venosa no bragco no momento da doacdo. Também serdo coletadas
informacdes sobre dados laboratoriais (hemograma), idade, sexo, peso e altura presentes em seu prontudrio. Os riscos
envolvidos na participagdo do estudo sdo maiores que o minimo, estando relacionados com a possibilidade de dor e
formagdo de mancha roxa devido a coleta de sangue. A fim de evitar isso, as coletas serdo realizadas por equipe
treinada. As amostras coletadas serdo transportadas em gelo no isopor até o Laboratorio de Bioprospecgdo
Farmacéutica e Bioquimica Clinica, do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Ceara e, apds analisadas, serdo
armazenadas em freezer a -80°C para posterior analise de material genético.
A participacdo do(a) senhor(a) na pesquisa sera oportunistica, plenamente voluntaria e consciente. Ndo havera
qualquer forma de pagamento ou compensagdo material. O(a) senhor(a) pode desistir de participar da pesquisa a
qualquer momento, sem prejuizo de sua assisténcia médica. Suas amostras serdo utilizadas para comparagdo dos
resultados com pacientes portadores de anemia falciforme e, ao fim do estudo, serdo descartadas atraves de incineracéo
de material bioldgico por uma empresa especializada contratada pela Universidade Federal do Ceard. Sua identidade
serd mantida em sigilo absoluto, sendo a divulgagdo dos resultados totalmente proibida a terceiros, ficando restrita a
discussdo académica de ambito cientifico e, ainda assim, sem qualquer possibilidade de identificagdo. Sera, no entanto,
permitido o acesso as informacGes sobre procedimentos relacionados a pesquisa. Em qualquer etapa do estudo, vocé
terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal
investigador € Romélia Pinheiro Gongalves Lemes, enderego para contato: Rua Pastor Samuel Munguba, 1210 —
Rodolfo Teofilo, CEP 60430-372 - Fortaleza, CE — Brasil, Telefone: (85) 99822- 4040.
Se o(a) Senhor (a) tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do HEMOCE — E-mail: cep@hemoce.ce.gov.br. Caso 0 Senhor (a) sinta-se suficientemente
informado a respeito das informages que leu ou que foram lidas para vocé sobre os propésitos do estudo, 0s
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes e que sua participacdo € voluntaria, que ndo ha remuneracdo para participar do estudo e se o senhor(a)
concorda em participar solicitamos que assine no espago abaixo nas duas vias do documento. Vocé ficard com uma das
vias assinadas por vocé ou seu responsavel legal e pelo pesquisador

Data: / /

Assinatura do paciente/ representante legal
Data: / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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Titulo da Pesquisa: Polimorfismos em genes de fatores reguladores de interferon em pacientes com
anemia falciforme: associagdo com biomarcadores de inflamacéo e reguladores do
ferro.

Pesquisador: ROMELIA PINHEIRO GONGALVES LEMES

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 63323722.1.0000.8152

Instituicao Proponente: SECRETARIA DA SAUDE DO ESTADO DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.185.474

Apresentacgao do Projeto:

As informacgdes elencadas nos campos "Apresentacdo do Projeto", "Objetivo da Pesquisa” e "Avaliacéo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo do projeto e das Informagdes Basicas da Pesquisa
(PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2168582_E .pdf). Os fatores de transcrigdo controlam a
expressdo de conjuntos diversos de genes, atuando como um importante regulador da defesa do
hospedeiro por meio das respostas celulares. Eles possibilitam uma rapida alteracdo e expressido de genes
essenciais para combater patégenos extracelulares, sendo também relacionados com o perfil das respostas
inflamatérias. A hemolise crénica e a frequéncia de episddios de vaso-oclusdo sdo determinantes na
evolugao clinica dos individuos com anemia falciforme (AF). Nesse contexto, polimorfismos de
nucleotideo unico (IRF-1, IRF-4 e IRF-8) podem causar alteragdes as respostas inflamatérias, visto que
estdo associados diretamente com a produgéo de citocinas inflamatérias. Muitos estudos mostram o papel
do IRF-1 e IRF-8 como importante mediador nos processos inflamatérios e relacionados com grande
numero de doencgas, a saber a AF. Por outro lado, o IRF-4 tem papel regulador negativo na resposta, pois
induz células Treg e estimulam a produgédo de IL-4 e IL-10. O estudo proposto é do tipo transversal,
descritivo e analitico, no qual um grupo de participantes com anemia falciforme acompanhados no
hemocentro entre outubro/22 e julho/23 serdo comparados com grupo controle de doadores saudaveis. A
analise inclui o pareamento de acordo
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com a idade e sexo. Os dados clinicos (frequéncia de crises dolorosas, uso de hidroxiureia),
epidemiolégicos (idade, sexo, peso e altura) e laboratoriais (hemograma e dosagem de hemoglobina fetal)
serdo consultados nos prontuarios. Sera coletada uma amostra de sangue em tubo com gel separador para
as dosagens das citocinas INF- e IL-6. Ainda, uma amostra de sangue/EDTA para extracdo de DNA. Os
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) de IRF-1 (rs 839), IFF-4 (rs 12203592 e re 1877176) e IRF-8 (rs
10515611) serdo analisados por ensaio de discriminagao alélica por PCR em tempo real no 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, California, USA).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral: Avaliar a ocorréncia dos polimorfismos nos genes de IRF-1, IRF-4 e IRF-8 e os marcadores
do ciclo do ferro em pacientes com anemia falciforme. Objetivos secundarios: Analisar a ocorréncia de
polimorfismos nos genes de IRF-1, IRF-4 e IRF-8 em pacientes com anemia falciforme e individuos
saudaveis; Realizar a quantificagdo sérica de citocinas inflamatérias em pacientes com anemia falciforme e
individuos saudaveis; Identificar a relagdo entre a ocorréncia de polimorfismos e a expresséo de citocinas
inflamatdrias em pacientes com anemia falciforme; Associar a ocorréncia de polimorfismos com as crises
vase-oclusivas em pacientes com anemia falciforme; Associar as dosagens séricas de hepcidina,
eritroferrona e citocinas inflamatérias ao grau de anemia e ao uso de HU de pacientes com AF; Investigar a
associacdo das dosagens séricas de hepcidina e eritroferrona com o perfil do ferro (ferro sérico, ferritina
sérica, capacidade total de ligagdo do ferro, indice de saturagao do ferro, receptor soltvel do ferro), nos
pacientes com AF; Avaliar o comportamento da hepcidina e da eritroferrona em pacientes com AF que
apresentam sobrecarga de ferro.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos sdo minimos e relacionados a coleta de sangue que os pacientes ja estdo acostumados. Além do
risco de divulgacdo de dados pessoais. Os beneficios sdo grandes pelo melhor entendimento das causas

dos efeitos inflamatérios da doenca.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A emenda apresentada diz respeito a inclusdo de andlise de trés polimorfismos em dois membros da familia
dos fatores reguladores de interferon, a saber: IRF-4 (rs 12203592 e rs 1877176) e IRF-8 (rs 10515611). A
escolha desses polimorfismos é justificada por sua relagdo com a resposta imune e o perfil das respostas
inflamatdrias, incluindo a imunopatogenicidade da doencga falciforme. Ademais, ndo havera mudancas

metodoldgicas.

Endereco: Av. José Bastos, 3390 ¢, Rodolfo Tedfilo ¢, Corredor Administrativo - Sala Prof. Murilo Martins Cidade: F

Bairro: RODOLFO TEOFILO CEP: 60.431-086
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3101-2273 E-mail: cep@hemoce.ce.gov.br

Pagina 02 de 04

60



61

CENTRO DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA DO CEARA - Wﬂl"
HEMOCE

Continuagdo do Parecer: 6.185.474

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram devidamente apresentados.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

O Comité de Etica em pesquisa do Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara analisou o projeto e o
considerou aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O pesquisador(a) devera apresentar relatério parcial a cada seis meses, e o relatério final quando do
término do estudo (Resolugédo 466/2012, XI1.2.d e Resolugcdo 510/16, Art. 28, V), via notificagdo na
Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_216858| 24/06/2023 Aceito
do Projeto 2 E1.pdf 11:38:42
Projeto Detalhado / |Emenda_Projeto_mestrado_Luan_final.d] 24/06/2023 | ROMELIA PINHEIRO| Aceito
Brochura ocx 11:38:18 | GONGCALVES
Investigador LEMES
TCLE / Termos de | TCLE_Controle.docx 12/09/2022 |ROMELIA PINHEIRO| Aceito
Assentimento / 11:09:01 GONGALVES
Justificativa de LEMES

| Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_AF.docx 12/09/2022 [ROMELIA PINHEIROQ| Aceito
Assentimento / 11:08:50 |GONGCALVES
Justificativa de LEMES
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Romelia_Lemes.pdf 12/09/2022 |ROMELIA PINHEIRO| Aceito
11:08:10 | GONCALVES
Outros lattes_luan.pdf 12/09/2022 |ROMELIA PINHEIRO| Aceito
11:06:35 | GONCALVES
Outros TFD_Luan_Reboucas.pdf 12/09/2022 |ROMELIA PINHEIRO| Aceito
11:01:40 | GONCALVES
Declaragéo de TDA_Luan_Reboucas.pdf 12/09/2022 |ROMELIA PINHEIRO| Aceito
Instituicédo e 11:01:11 | GONGALVES
Infraestrutura LEMES
Declaragdo de AEP_Luan_Reboucas.pdf 12/09/2022 [ROMELIA PINHEIRO| Aceito
Instituicéo e 10:59:38 | GONCALVES
Infraestrutura LEMES

Situacao do Parecer:
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Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

FORTALEZA, 17 de Julho de 2023

Assinado por:

Luiz Ivando Pires Ferreira Filho
(Coordenador(a))
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