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RESUMO

O processo fisiopatoldgico da Anemia Falciforme (AF) estd associado a fenénenos
inflamatdrios que resultam em crises vaso-oclusivas. Consequentemente, diversas
citocinas sao secretadas, incluindo a interleucina 18 (IL-18), que € capaz de estimular
a producao de interferon gama (IFN-y). O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia
da IL-18 e IFN-y em parametros hematolégicos e nos niveis de Hemoglobina Fetal
(HbF) em pacientes com AF atendidos em um hemocentro na cidade de Fortaleza,
CE. O estudo foi do tipo transversal, observacional, descritivo e analitico. A pesquisa
foi realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE) e
analisada no Laboratorio de Andlises Clinicas e Toxicologicas (LACT) do
Departamento de Analise Clinicas e Toxicoldgicas da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Um total de 116 voluntarios de ambos os sexos participaram do estudo, sendo
85 com AF em estado estacionario, dos quais 73 eram tratados com Hidroxiuréia (HU)
e 12 ndo faziam tratamento com o medicamento; além de 31 voluntarios compondo o
Grupo Controle. Foram coletadas amostras de sangue para a analise das citocinas IL-
18 e IFN-y e os dados demograficos e laboratoriais foram obtidos de prontuérios, no
periodo entre julho de 2021 e maio de 2022. As variaveis hematoldgicas leucdcitos,
hemécias, hemoglobina, plaquetas e indices hematimétricos apresentaram diferencas
significativas entre os pacientes do grupo AF quando comparadas com o0s
participantes do grupo controle. A hemoglobina fetal (HbF) mostrou correlagéo
negativa com leucdcitos (p=-0,489), neutrofilos (p=-0,483), plaquetas (p=-0,282) e
reticuldcitos (p=-0,325) e correlagdo positiva com hemoglobina (p=0,350). IL-18 e IFN-
y estavam mais altos no grupo AF (p<0,001) e ndo apresentaram diferenca entre os
usuarios ou ndao de HU. Houve correlacdo entre IL-18 com leucécitos (p=0,260),
neutréfilos (p=0,260), HbS (p=0,327) e HbF (p=-0,244) dos participantes com AF. Nos
grupo de pacientes que fazem uso de HU, houveram associa¢ao de IL-18 com HbS
(p=0,369) e HbF (p=-0,246), e ainda, correlacdo da IFN-y com os reticuldcitos (p=-
0,281). Conclui-se que houve associa¢cdo entre elevacédo da IL-18 e os parametros
hematolégicos, com aumento de leucdcitos, neutréfilos e HbS. De forma contraria, foi
vista uma correlagdo negativa entre o aumento da interleucina com a HbF e n&o foram

relacionadas associacdes dos parametros com as elevacdes do IFN-y.

Palavras-chave: Citocinas pro-inflamatérias, Hidroxiureia, indices Hematologicos.



ABSTRACT

The pathophysiological process of Sickle Cell Anemia (SCA) is associated with
inflammatory phenomena that lead to vaso-occlusive crises. Consequently, several
cytokines are secreted, including interleukin-18 (IL-18), which can stimulate the
production of interferon-gamma (IFN-y). The objective of this study was to evaluate the
influence of IL-18 and IFN-y on hematological parameters and fetal hemoglobin (HbF)
levels in patients with SCA treated at a blood center in Fortaleza, Cearda, Brazil. This
was a cross-sectional, observational, descriptive, and analytical study. The research
was conducted at the Ceara Hematology and Hemotherapy Center (HEMOCE) and
analyzed at the Laboratory of Clinical and Toxicological Analyses (LACT) of the
Department of Clinical and Toxicological Analysis at the Federal University of Ceara
(UFC). A total of 116 volunteers of both sexes participated in the study, including 85
individuals with Sickle Cell Anemia (SCA) in a steady state, of whom 73 were
undergoing treatment with Hydroxyurea (HU) and 12 were not receiving the
medication. Additionally, 31 volunteers comprised the Control Group. Blood samples
were collected for the analysis of IL-18 and IFN-y cytokines, and demographic and
laboratory data were obtained from medical records between July 2021 and May 2022.
The hematological variables—leukocytes, erythrocytes, hemoglobin, platelets, and red
cell indices—showed significant differences between the sickle cell anemia (SCA)
group and the control group. Fetal hemoglobin (HbF) exhibited a negative correlation
with leukocytes (p = -0.489), neutrophils (p = -0.483), platelets (p = -0.282), and
reticulocytes (p =-0.325), and a positive correlation with hemoglobin levels (p = 0.350).
IL-18 and IFN-y levels were significantly higher in the SCA group (p < 0.001) and did
not differ between hydroxyurea (HU) users and non-users. In SCA patients, 1L-18
correlated with leukocytes (p = 0.260), neutrophils (p = 0.260), HbS (p = 0.327), and
HbF (p = -0.244). Among HU users, IL-18 was associated with HbS (p = 0.369) and
HbF (p = -0.246), and IFN-y showed a negative correlation with reticulocyte counts (p
= -0.281). It was concluded that increased IL-18 levels were associated with
hematological parameters, including elevated leukocyte, neutrophil, and HbS levels.
Conversely, a negative correlation was observed between IL-18 levels and HbF. No

associations were found between the analyzed parameters and increased IFN-y levels.

Key words: Pro-inflammatory cytokine. Hydroxyurea. Red blood cells indices.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € uma das doengas hematoldgicas mais comuns
em todo o mundo. Manifestacbes clinicas da doenga apresentam-se desde os
primeiros meses de vida do paciente e se prolongam ao longo dos anos. Crises de
dor aguda, episddios de vaso-oclusao, ulceragcbes em membros inferiores, acidente
vascular cerebral, lesbes em 6rgéos e sistemas, anemia hemolitica, dentre outros, s&o
algumas das manifestagdes clinicas da AF (MANGLA et al., 2022).

No cenario brasileiro, essa enfermidade configura-se como uma
significativa questao de saude publica, manifestando-se através de taxas elevadas de
mortalidade. Dados registrados indicam uma média de um Oobito diario em
consequéncia da doenca falciforme. Calculos estimativos sugerem que
aproximadamente de 60 a 100 mil cidadaos brasileiros tém o diagndéstico, com maior
incidéncia nos estados do Piaui, Bahia e Distrito Federal (BRASIL, 2022).

O diagnéstico pode ser realizado gratuitamente ja nos primeiros dias apos
0 nascimento da crianga, através do teste do pezinho (BRASIL, 2016) e o tratamento
farmacoldégico principal se da a partir da administragdo de Hidroxiureia (HU), que faz
com que o paciente tenha uma melhora das crises de dor aguda, além de diminuigao
do processo inflamatério ocasionado pela doenga (MONUS; HOWELL, 2019).

A AF é causada pela homozigose do alelo beta-S (BS), que difere do alelo
selvagem por consequéncia de um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP), no qual
a timina (T) é substituida por adenina (A) no sexto cédon do gene da [-globina,
localizado no cromossomo 11, o que gera a produgao de valina, um aminoacido com
caracteristicas hidrofobicas. Esse processo resulta em um tetrémero de hemoglobina
mutante HbS (a2ps2), responsavel pelo formato tipico das hemacias observada no
esfregaco sanguineo de pacientes com AF (PICCIN et al., 2018). Outros processos
fisiopatoldgicos envolvidos na doenga sao a disfuncdo endotelial com aparecimento
de crises vaso-oclusivas (CVO) e a hemolise (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

A expressao de moléculas de adesdo na superficie das hemacias
favorecem os episddios de CVO, que consequentemente, ativam outras moléculas de
adesdo e contribuem para o recrutamento de células do sistema imune, como os
neutrofilos, mondécitos e plaquetas, iniciando o processo inflamatério. A inflamacao
continua aumenta a expressao de mais moléculas de adesao no endotélio (PICCIN et
al., 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).
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Outra caracteristica inflamatéria da doenga € quando ocorre a lise da célula
falciforme, liberando hemoglobina (Hb) e ferro heme. A Hb liberada causa deplecao
do oxido nitrico (NO), diminuindo a sua biodisponibilidade no endotélio vascular.
Qualquer reducdo de NO, resulta em um aumento de citocinas pro-inflamatéras o que
pode levar a ocorréncia de complicagdes do quadro do paciente (NADER; ROMANA;
CONNES, 2020). O heme liberado, além de produzir mais moléculas de adesao, ativa
um complexo de moléculas sinalizadoras que controlam a produgdo de algumas
citocinas pro-inflamatdrias, denominado de inflamassoma. O inflamassaoma NLRP3
€ um dos mais caracterizados e, uma vez ativado, promove ativagao da caspase 1,
que cliva as formas inativas da interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 18 (IL-18),
convertendo-as em suas formas ativas (ALMEIDA, 2017).

A IL-18 pertence a familia da IL-1 e € uma citocina pro-inflamatdria capaz
de induzir a producgao de IFNy, facilitando as respostas imunolégicas tanto de células
Th1 (em sinergismo com a IL-12) como de células Th2 (em sinergismo com a IL-2)
(YOSHIMOTO et al., 1997; DINARELLO et al., 1998). Portanto, a presenga de IL-18
esta associada em diversos processos patologicos (incluindo a anemia falciforme) e
pode ser considerada como um biomarcador de processo inflamatério (ZHABYEYEV;
OUDIT, 2021).

Alguns estudos relacionam a presenga de niveis elevados de IL-18 em
pacientes com anemia falciforme (SIRANSY et al.,, 2023; GUPTA et al., 2021;
PITANGA et al, 2021; AZEVEDO et al., 2021; ALMEIDA, 2017). Diante desse
contexto, torna-se relevante compreender os efeitos inflamatérios dessa citocina a
partir da analise de parametros hematolégicos em pacientes com AF. Considerando a
elevada prevaléncia da doenga no Brasil, esse tipo de investigagdo pode contribuir
significativamente para o entendimento dos mecanismos que modulam sua gravidade,
oferecendo subsidios para o aprimoramento do diagndstico laboratorial, o

desenvolvimento de politicas publicas de saude e a melhoria do prognéstico clinico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias compreendem um conjunto de doencas hereditarias
gue tém como caracteristica principal um traco defeituoso de hemoglobina (Hb),
oriundo de mutacdes genéticas responsaveis pela formacéo das cadeias de globinas
ou nas suas regides regulatérias. Englobam as doencas hereditarias mais comuns em
todo o mundo, com cerca de 270 milhdes de portadores. Estima-se que 1% das
gestacOes correm risco de desenvolvimento de hemoglobinopatias, resultando em
330.000 recém-nascidos afetados a cada ano. As hemoglobinopatias mais frequentes
na clinica correspondem a B-talassemias e a doenca falciforme (DF) (MAGRIN;
MICCIO; CAVAZZANA, 2019; DE SANCTIS, 2021). Outros tipos de
hemoglobinopatias como a doenca da hemoglobina C (HbC), a doenca da
Hemoglobina D (HbD) a doenca da hemoglobina fetal (HbF) sdo menos prevalentes
(KOHNE, 2011).

A PB-talassemia corresponde a cerca de 17% dos casos de
hemoglobinopatias. Se da a partir de uma alteracdo no cromossomo 11 (que codifica
as globulinas B) na cadeia de hemoglobina. Na hemoglobina normal, a razdo de
cadeias a e B é de 1:1. Quando ha um desequilibrio entre as cadeias, onde a
quantidade de a globulinas é superior a quantidade de B globulinas, tem-se o
desenvolvimento da B-talassemia (TAHER; WEATHERALL; CAPPELLINI, 2018).

Os pacientes com essa condi¢cdo podem ser categorizados de acordo com
a gravidade do quadro da doenca, que pode ser classificada em talassemia maior
(major), talassemia menor (minor) e intermediaria. Essa classificacdo € baseada na
severidade do desequilibrio de cadeias de a e B globulinas (POLAINAS, 2017). J&
foram identificadas mais de 200 mutacdes no gene da globulina B que causam a
doenca, levando a muta¢des que podem ser silenciosas, leves ou graves, esta Ultima,
resulta na auséncia completa da sintese de cadeias B globulina. O desequilibrio
dessas cadeias leva a uma eritropoiese ineficaz gerando uma série de danos aos
tecidos e orgaos dos pacientes acometidos (TAHER; WEATHERALL; CAPPELLINI,
2018). A figura 1 ilustra a fisiopatologia de pacientes com sindromes de talassemia.
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Figura 1: Fisiopatologia de pacientes com sindromes de talassemia.
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Fonte: TAHER; WEATHERALL; CAPPELLINI (2018).

Outra hemoglobinopatia importante é a doenca falciforme. Assim como a 3
talassemia, € desenvolvida quando h4 uma mutacdo pontual no cromossomo 11 da
cadeia B-globulina. Essa mutacéo, consiste na substituicdo de GAG por GTG no sexto
codon do gene da B-globulina, que resulta em uma troca do nucleotideo adenina pelo
nucleotideo timina, que, ao invés de traduzir o aminoécido hidrofilico 4cido glutamico
(GLU), sintetiza o aminoacido hidrofébico valina (VAL), gerando, consequentemente,
um tetrametro de hemoglobina S mutado, que causa prejuizos a reologia e
sobrevivéncia dos eritrocitos (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019; LAURENTINO,
2020). A anormalidade eritrocitaria na doenca falciforme se manifesta clinicamente
através da apresentacdo de anemia hemolitica e ciclos de vaso-oclusao que tem como
complicagdo uma lesédo de isquemia do 6rgdo-alvo e infarto (SUNDD; GLADWIN;
NOVELLI, 2019).

2.2 Anemia Falciforme

2.2.1 Histoérico da Anemia Falciforme

Apesar da origem desconhecida, os sintomas da anemia falciforme séo
conhecidos ha séculos pelos povos de diferentes regides da Africa, mesmo antes de
ser reconhecidos no hemisfério ocidental. Ha evidéncias de que em 1670 os
individuos da regido de Gana ja tinham conhecimento sobre os sintomas que eram
causados nesta condicdo (KONOTEY-AHULU, 1973). Mas somente décadas mais
tarde, que essa doenca foi descrita oficialmente pela primeira vez.
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O primeiro caso documentado e registrado de célula falciforme na medicina
ocidental foi descrito em 1910, pelo cientista Dr. John Herrick, nos Estados Unidos, a
partir de um esfregago sanguineo de um homem afrodescendente de 20 anos,
portador de anemia grave (Figura 2) (HERRICK, 1910). Sete anos mais tarde, Emmel
observou in vitro o fendmeno da mudanca de células sanguineas para o formato de
foice, posteriormente denominada drepandcito, nos membros de uma mesma familia,
gue gerou a descoberta da doenca sendo uma condi¢éo hereditaria (EMMEL, 1917).
Em 1923, o pesquisador Huck, concluiu em seu estudo que o fenbmeno da célula
falciforme foi herdado como uma caracteristica autossomica recessiva mendeliana
(HUCK, 1923). Outra descoberta importante sobre a doenca foi feita em 1927. Estudos
experimentais explicaram que o formato de foice observado nos eritrécitos se dava
pela privacdo de oxigénio (HAHN; GILLESPIE, 1927).

Figura 2: Esfregaco sanguineo de células falciformes.

Fonte: HERRICK (1910).

Linus Pauling foi o primeiro cientista a criar a hipétese de que a doenca
teria origem a partir de uma anormalidade na estrutura da molécula de hemoglobina.
Sua hipotese foi validada em 1949, num estudo em que foi demostrado que
hemoglobina falciforme (HbS) apresentava migracao diferente da hemoglobina normal
guando submetida a eletroforese em gel (PAULING et al., 1949).

Mais tarde, em 1950, Ingram e colaboradores descobriram que a
hemoglobina falciforme mutante (HbS) diferia da hemoglobina A normal por um Unico
aminoacido, devido a substituicdo da base nitrogenada timina por adenina no DNA,
gue, ao invés de produzir o cédon GAG, produz o cédon GTG, traduzindo o

aminoacido valina no lugar do &cido glutamico (Figura 3). Nos anos de 1970, foram
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criados os primeiros Centros Abrangentes de Anemia Falciforme (Comprehensive
Sickle Cell Centers), nos Estados Unidos, que significou um marco de grande
importancia no desenvolvimento de métodos e estratégias para desvendar
tratamentos e descrever melhor a histéria natural da doenca (PACE; STARLARD-
DAVENPORT; KUTLAR, 2021).

Figura 3: Substituicdo do acido glutdmico por um residuo de valina na posi¢do 6 na
cadeia polipeptidica da B-globina caracterizando a hemoglobina anormal (HbS). Essa
alteracéo resulta de uma mutacdo causada por um unico nucleotideo no gene HBB,

responsavel pela codificacdo da 3-globina.
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Fonte: RAMADAS; SPARKENBAUGH (2023).

2.2.2 Epidemiologia

As doengas falciformes atingem milhdes de pessoas em todo o mundo,
principalmente aquelas cujos descendentes sao oriundos dos paises africanos, da
América latina, Arabia Saudita, india e paises mediterraneos, como a Grécia, Italia e
Turquia (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022). Em certas
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areas da Africa-Subsaariana, até 2% das criancas nascem com a doenca, onde o
gene mutante € herdado tanto do pai como da mde (homozigose para o gene da
hemoglobina falciforme (HbS)). A presenca do traco falciforme (heterozigosidade para
a mutacdo da célula falciforme no HBB) também € bastante prevalente na regido
africana. Na Africa Equatorial, a prevaléncia da doenca sofre variacdo entre 10% e
40%, enquanto na Africa do Norte, a prevaléncia do traco falciforme varia entre 1% e
2%. Ja na Africa do Sul, esse dado diminui para menos de 1%. Essa variag&o
encontrada em diferentes partes do continente tem relacdo com o fato do trago
falciforme conferir vantagens para a sobrevivéncia contra a malaria, muito comum nas
regides onde a doenca falciforme apresenta uma maior predominancia (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2006).

Embora os mecanismos exatos responsaveis por essa protecao ainda nao
estejam completamente elucidados, a “hipotese da malaria”, formulada por Haldane
em 1949, permanece em debate e é frequentemente citada como um exemplo de
selecao natural. Considerando que a malaria afeta diretamente as células sanguineas,
qualquer alteracdo da estrutura celular pode dificultar a propagacéo da doenca (PIEL
et al., 2017). A figura 4 apresenta um mapa comparativo da distribuicdo de malaria
versus anemia falciforme no continente africano. E possivel notar que as areas onde
tém mais maléria se sobrepbem as areas onde had uma maior frequéncia de AF,
associado ao fato de que o individuos com tracgo falciforme contraem a malaria com

menos frequencia e menos severidade (KATO et al, 2018).

Figura 4: Distribuicdo de maléria versus anemia falciforme no continente africano.
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Além da Africa, outras regides do mundo também apresentam casos de
pessoas com anemia falciforme. Devido ao trafico de pessoas escravizadas e
movimentos migratérios, a doenca se espalhou muito além de suas origens. Nao héa
um numero exato de quantas pessoas tém a doenca, mas um estudo publicado em
2023, estima que aproximadamente 515.000 bebés nascam todo ano com doenca
falciforme. A grande maioria desses nascimentos ocorrem sobretudo, na Africa
Subsaariana e no Caribe. Entre 2000 e 2021, a prevaléncia global aumentou 41,4%,
passando de 5,46 milhdes para 7,74 milhdes de pessoas vivendo com a enfermidade
(GLOBAL BURDEN OF DISEASE STUDY 2021, 2023) A figura 5 mostra a incidéncia

do numero de nascimentos com doenca falciforme com escala mundial.

Figura 5: Incidéncia do numero de recém-nascidos com doenca falciforme em 2021.
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Fonte: THOMSON et al. (2023).

No Brasil, a anemia falciforme representa um importante problema de
saude publica. Dados da Secretaria de Estado de Saude do Mato Grosso do Sul
apontam que a AF ocorre em 1 a cada 1.200 nascimentos e que cerca de 8% da
populacdo negra possui a doenga. A deteccdo se da a partir da realizacéo do teste de
pezinho, feita nos primeiros dias apds o nascimento (SECRETARIA DE ESTADO DE
SAUDE DO MATO GROSSO DO SUL, 2021).

Um estudo desenvolvido por Mota et al., (2022), analisou a tendéncia da

mortalidade por anemia falciforme no Brasil, utilizando dados epidemiolégicos do
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Sistema de Informacgbes sobre Mortalidade. Os resultados indicaram que individuos
pardos apresentavam maior taxa de mortalidade (50,87%), com predominio do sexo
masculino, com idades entre 25 e 34 anos. Outro estudo, realizado por Santo (2022),
aponotu que as regides Sudeste e Nordeste apresentam as maiores taxas de
mortalidade associadas a doenca.

No Ceara, dados epidemiolégicos apontam que a maior parte dos
pacientes diagnosticados com a doencga pertencem capital Fortaleza e sua regiao
metropolitana, com cerca de 74,4% dos casos notificados, segundo dados publicados
em 2021. Outras cidades como Crato, Sobral, Iguatu e Quixada, apresentam cerca de
11,4%; 9,7%; 3% e 1,5%, dos casos notificados, respectivamente (SANTOS et al.,
2021).

2.2.3 Fisiopatologia

7z

A anemia falciforme & uma doenca que tem como principal sintoma o
aparecimento de dores intensas, oriunda de crises vaso-oclusivas (CVO). Todos os
pacientes com anemia falciforme passou ou passara por alguma CVO. Complicacdes
da AF incluem: sindrome aguda toracica, acidente vascular cerebral, crises aplasticas,
infeccdes, Ulceras na perna, hipertensédo arterial pulmonar, complicacdes renais,
dentre outros (MANGLA et al., 2022).

Durante décadas, os cientistas elencaram os trés principais processos
fisiopatolégicos envolvidos em decorréncia do desenvolvimento de AF:. a
polimerizagdo da hemoglobina S (HbS), a vaso-oclusdo e a disfuncdo endotelial
mediada por hemolise (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

A polimerizacdo da hemoglobina S é a responsavel pelo formato tipico de
foice das células eritrocitarias na anemia falciforme. Esse processo se inicia durante
a desoxigenacado da hemoglobina, onde ocorre uma interacdo da valina com os
receptores hidrofébicos nas moléculas de cadeias B adjacentes. Essa interacéo
promove a formacéo dos polimeros (PICCIN et al., 2018), que crescem rapidamente
e formam longas fibras que aumentam e distorcem a membrana das hemécias,
levando a mudanca de forma (drepandcitos) e hemdlise. ApGs a reoxigenacdo, a
polimerizacao é desfeita e o eritrdcito retorna ao seu estado normal (forma biconcava).
Entretanto, episddios frequentes de polimerizacdo e despolimerizacdo, em

decorréncia da oxigenacdo e desoxigenacdo, levam a formacdo de lesbes
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permanentes nas membranas das hemacias, causando rigidez e fazendo com que a
configuracdo falciforme da célula se mantenha mesmo ap0s a reoxigenacgao
(WILLIAMS; THEIN, 2018; MACHADO et al., 2021).

Duas variaveis sdo responsaveis pela taxa de polimerizacdo da
hemoglobina: a concentracao eritrocitaria de HbS e a concentracdo de hemoglobina
fetal (HbF — a2y2). Uma é inversamente proporcional a outra (SUNDD; GLADWIN;
NOVELLI, 2019).

A HbF é a hemoglobina predominante durante o estagio fetal. Seus niveis
sdo bastante elevados durante o nascimento e suas taxas vao diminuindo
gradativamente, atingindo cerca de 2% ainda no primeiro ano de vida da crianca. Na
vida adulta, as taxas de HbF variam entre 1 e 2%. Apresentam um papel importante
na AF, pois evita les@es eritrocitarias, protegendo essas células dos danos causados
pela polimerizacdo (SEBASTIANI; STEINBERG, 2022). Quanto mais altos os niveis
de HbF, menor o grau de polimerizagcdo da hemoglobina e melhores os desfechos
clinicos e os parametros hematolégicos na AF, uma vez que a HbF reduz a
concentracdo de HbS e inibe a copolimerizacdo entre tetrameros de hemoglobina
(SALES et al., 2022).

Os eritrécitos deformados tém uma maior dificuldade em passar através da
microvasculatura, o que resulta em oclusdo vascular, levando a isquemia e hipdxia,
seguido de dano e inflamacgéo tecidual. Entretanto, a obstrucdo mecéanica é apenas
um dos eventos responsaveis pela vaso-oclusdo caracteristica dos pacientes com
anemia falciforme (WILLIAMS; THEIN, 2018; SEDRAK; KONDAMUDI, 2021).

Na década de 70, Eaton e Hofrichter propuseram que o mecanismo
fundamental para os episodios de crises vaso-oclusivas se dava devido a retencéo de
hemacias na microvasculatura, em consequéncia da reducdo do fluxo sanguineo
local. Eritrécitos normais sao flexiveis e se distorcem para passar através dos
capilares para transportar o oxigénio aos tecidos. Da mesma forma, as células
contendo HbS também fazem esse transporte. Contudo, quando passam pelo
processo de desoxigenacdo, assumem um padrao rigido e ndo deforméavel devido a
polimerizacdo das moléculas de hemoglobina. O intervalo de tempo entre a
desoxigenacdo e a polimerizacdo permite que algumas células escapem dos
pequenos vasos para vasos mais calibrosos antes mesmo que a polimerizacéo ocorra.
Assim, se o tempo de polimerizacdo for menor que o tempo de transporte, a vaso-

oclusdo ocorre. Da mesma forma, quando o fluxo sanguineo local diminui, o tempo de
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transito das células pela microvasculatura se prolonga, e a mudanca no formato das
células ocorre antes mesmo de sair dos capilares, gerando, consequentemente, a
vaso-oclusdo (VELUSWAMY et al., 2019; COATES et al. 2018).

A expressdo de moléculas de adesdo na superficie celular é um dos
eventos mais importantes relacionados a vaso-oclusdo na AF. Hemacias falciformes
se aderem a superficie endotelial, bem como aderem umas as outras, formando um
emaranhado de células que aumentam a oclusdo do vaso. Moléculas de adesdo como
a fosfatidil serina (PS), proteina associada a integrina (IAP) e a molécula de adeséo
intercelular-1 (ICAM-1) sdo expressas ha superficie das células e podem aumentar
ainda mais sua expressao durante as crises oclusivas. (PICCIN et al., 2018; SUNDD;
GLADWIN; NOVELLI, 2019). A ativacdo e o aumento de neutréfilos, mondcitos e
plaquetas no endotélio das vénulas e capilares também estdo correlacionadas a
inicializacdo da oclusdo (NADER; ROMANA; CONNES, 2020). Os processos
inflamatorios continuos podem contribuir ainda mais para a expressédo de moléculas
de adeséo. O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 18 (IL-18), por
exemplo, aumentam a molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1) no endotélio
(PICCIN et al., 2018).

O o6xido nitrico (NO) também desempenha um papel importante no
processo de vaso-ocluséo e fisiopatologia da AF. E sintetizado a partir da atividade da
NO-sintase-endotelial (eNOS) e desempenha fun¢des na vasodilatacdo, efeito
inibitério na regulacdo da transcricdo de moléculas de adesdo (como a ICAM-1,
VCAM-1 e selectinas) e inibicAo da ativacdo plaquetaria. A bioatividade e
biodisponibilidade do NO é comprometida quando a célula falciforme entra em
hemolise (NADER; ROMANA; CONNES, 2020).

A hemdlise € um processo corriqueiro nos pacientes com AF. Quando os
eritrocitos deformados sdo comprimidos devido a mudanga no formato celular, a
membrana € destruida e tem-se a liberacédo de polimeros de Hb na circulagdo. Além
disso, a hemacia falciforme tem a membrana bem mais fragil comparada com aquelas
em condi¢Bes normais. E importante frisar que o tempo de meia-vida de uma heméacia
comum é de cerca de 120 dias, enquanto o da hemécia falciforme gira em torno de 16
dias apenas (WILLIAMS; THEIN, 2018). A dosagem da combinagdo de alguns
biomarcadores como a lactato desidrogenase (LDH), bilirrubina total, contagem de
reticuldcitos e hemosiderina urinaria sdo importantes para analisar o grau de hemolise
intravascular do individuo (NOURAIE et al. 2013).
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A Hb liberada durante a hemolise causa diminuicédo dos niveis circundantes
de NO. O mecanismo responsavel por essa reducdo se da a partir da reacao
irreversivel de oxidacédo da hemoglobina oxigenada (Fe 2*) com o NO, que gera nitrato
e metahemoglobina (Fe®") (Equacdo 1) (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).
Ademais, a hemalise causa a liberacéo da arginase, que causa a hidrolise da arginina,
que é precursora do NO, diminuindo mais ainda a biodisponibilidade do éxido nitrico
no endotélio. Por ser um potente vasodilatador e um fator relaxante derivado do
endotélio, qualquer diminuicdo do NO resulta em disfuncdo vascular, piorando as
crises vaso-oclusivas, além de aumentar o0 risco para ocorréncia de priapismo,
acidente vascular cerebral, hipertensdo pulmonar e Ulceras na perna (NADER;
ROMANA; CONNES, 2020; OFORI-ACQUAH, 2020).

NO + HbFe?* — NO3 + HbFe3* (1)

A exposicéo do endotélio ao heme liberado na hemdlise leva a producgéo
de mais moléculas de adeséo, incluindo a ICAM-1, P-selectina e fibronectina. Além
disso, leva a ativacdo dos neutréfilos e a formacéo de NET (Armadilhas extracelulares
dos neutréfilos, do inglés Neutrophil extracellular traps), que também acabam
lesionando a microvasculatura (WILLIAMS; THEIN, 2018). O dano endotelial altera a
parede do vaso e pode causar fluxo turbulento. Isso pode expor o colageno
subendotélio aumentando a adesado celular-endotélio, com consequente vaso-
oclusédo. De fato, crises vaso-oclusivas séo as principais responsaveis pelos episodios
recorrentes de dores intensas nos pacientes portadores da AF (PICCIN et al., 2018).
A figura 6 resume a fisiopatologia da AF, onde a polimerizacdo, vaso-oclusao e

disfuncéo endotelial sdo mostradas.
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Figura 6: Fisiopatologia da anemia falciforme.
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Legenda: DAMP (Damage-associated molecular patterns): Padrbes moleculares
associados a danos; HbS: hemoglobina falciforme; NET (Neutrophil extracellular
traps): Armadilhas extracelulares dos neutréfilos; NO: Oxido nitrico; VCAM-1 —
molécula de adeséo celular vascular 1; ROS — espécies reativas de oxigénio.

Fonte: Adaptado de SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019 e SHET; LIZARRALDE-
IRAGORRI; NAIK, 2020.

2.2.4 Diagnéstico

Os métodos de diagnéstico para a deteccdo da anemia falciforme podem
ser divididos em quatro estagios, de acordo com o periodo da detec¢cédo da doenca:
preconcepcao, pré-natal, neonatal e pés neonatal. O periodo de preconcepgédo é
aquele em que o nascimento do filho ainda estd em planejamento. Nesse caso, 0
casal faz um teste para rastrear se carrega ou ndo o gene para desenvolvimento da
anemia falciforme (traco falciforme). Técnicas laboratoriais utilizadas sédo a
eletroforese, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e focalizacdo isoelétrica.
Esses métodos permitem separar as espécies de hemoglobina de acordo com a sua
estrutura quimica (KATO et al, 2018).
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O periodo da realizacédo dos testes pré-natais para a deteccédo da doenca
€ durante os primeiros meses de gestacdo. Esses testes sdo relativamente seguros,
porém tém a desvantagem de serem um pouco invasivos, pois requerem gque uma
amostra de DNA fetal seja retirada através da biopsia de vilosidades coribnicas.
Técnicas de biologia molecular como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de
HPLC sdo usadas para identificar o gendtipo da futura crianca (SINGH;
SHRIVASTAVA; SHRIKHANDE, 2015).

No Brasil e em muitos outros paises, a anemia falciforme pode ser
diagnosticada pouco tempo apds o nascimento do bebé (entre o 3° e 5° dia de vida),
através do “teste do pezinho”, ou triagem neonatal, que além da AF, detecta outras
doencas como a Hiperplasia Adrenal Congénita e Deficiéncia de Biotinidase, entre
outras. Um diagnéstico precoce da doenca permite que a criangca tenha mais
qualidade de vida, prevenindo complicacbes e sequelas, além de reduzir a
mortalidade infantil (BRASIL, 2016).

Fatores que contribuem para o diagnostico tardio (diagndstico pos
neonatal) podem incluir a negacao por parte dos pais para a realizacdo do teste do
pezinho, populacdo com baixo acesso aos servi¢os de saude, desconhecimento sobre
a doenca, imigracdo, entre outros. Independentemente da situagdo, € comum o
diagnostico tardio ser realizado apenas mediante a apresentagdo de sinais e sintomas
(KATO et al, 2018). Através do hemograma do paciente € possivel notar alguns sinais
da doenca: anemia grave com hemoglobina e hematocrito baixos, leucocitose com
neutrofilia, presenca de drepandcitos no esfregaco sanguineo e plaquetocitose. A
contagem de reticuldcitos podem variar de acordo com o grau de hemolise e resposta
da medula 6ssea a anemia. Entretanto, somente o hemograma né&o é o suficiente para
dar um diagnéstico definitivo para a doenca. Assim, técnicas como a eletroforese de
hemoglobina, HPLC, focalizacdo isoelétrica e testes genéticos sdo necessarios
(ALMEIDA; BERETTA, 2017; ARISH; ALHADRAMI; ZOUROB, 2021).

Alguns achados analiticos também podem ajudar no diagnéstico da anemia
falciforme. Um estudo realizado por Sant’/Ana e colaboradores (2017), avaliou o perfil
clinico e laboratorial de pacientes com anemia falciforme através de dados retirados
de prontuarios. Os autores analisaram a variacdo dos exames hematoldgicos
comparando pacientes que fazem uso com aqueles que ndo fazem uso de hidroxiuréia
(HU). Seus achados demonstraram que os niveis de hemoglobina e hematdcrito foram

diferentes entre 0s grupos, com resultados maiores no grupo de pacientes que
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utilizavam o farmaco. Outras variaveis de exames hematoldgicos comparadas foram
as contagens de neutrofilos, leucécitos, plaquetas, hemoglobina fetal e ferritina. Os
resultados, entretanto, ndo foram significativos (SANT'ANA et al., 2017). Outras
alteracOes laboratoriais encontradas nos pacientes com anemia falciforme incluem
aumento de reticuldcitos, leucacitos e plaquetas (SALES, 2017).

Ferreira et al. (2021) realizaram um estudo transversal com pacientes
portadores de doenca falciforme (fen6tipos SS e SB) com o objetivo de verificar
alteracdes osteoarticulares e suas associacées com exames clinicos e laboratoriais.
Foi observado nos pacientes do estudo alteracdes nos exames laboratoriais de
ferritina, contagem de reticuldcitos, proteina C reativa e lactato desidrogenase (LDH).
Além disso, exames radiograficos mostraram apresentacdo de lesGes Osseas,
sobretudo na coluna, principalmente dos pacientes que néo faziam uso crénico da HU.

Manifestacfes orais podem ocorrer com mais frequéncia nos pacientes
com anemia falciforme. O aumento da formacao de céaries pode estar relacionado com
alteracdes na formacéo e calcificagdo do esmalte e dentina, uso crénico de farmacos
contendo sacarose, além da quantidade reduzida de IgA e lisozima na saliva. Em
alguns casos, o paciente apresenta coloracdo amarelada na gengiva, consequente da
hiperbilirrubinemia, que ocorre quando ha liberagéo da bilirrubina na destruicdo dos
eritrécitos. Outras complicagfes orais incluem mudancas na densidade mineral 6ssea
e neuropatia do nervo mentoniano (SILVA et al., 2018).

Deste modo, pode-se identificar muitas técnicas para o diagnostico da
anemia falciforme. O quadro 1 (adaptado de ARISHI; ALHADRAMI; ZOUROB, 2021)
resume as principais técnicas atuais para a deteccdo da doenca, incluindo suas
vantagens e desvantagens.

Além dos métodos convencionais, existem outros testes de diagndstico
menos comuns, mas igualmente eficazes na deteccdo da presenca da doenca.
Dentre esses, destacam-se a citometria de fluxo fotoacustica, o genosensor
eletroquimico e a técnica de pirosequenciamento. Recentemente, foram descritos
dispositivos portateis e rapidos, como plataformas baseadas em imunoensaios,
separacao por densidade e tecnologias baseadas em sensores. Independentemente
do método utilizado, é fundamental correlaciona-lo com o estado clinico do paciente
para garantir precisao no diagnéstico (ARISHI; ALHADRAMI; ZOUR, 2021).
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Quadro 1: Técnicas atuais para a deteccado da anemia falciforme.

Técnica Vantagens Desvantagens
Esfregaco de Simples Habilidade pelo patologista
sangue Baixo custo N&o diferencia o tipo de DF
Electroforese Confiavel Caro

capilar Distingue a maioria dos Habilidade pelo patologista
tipos de DF

HPLC Confiavel Diagnostica erroneamente as
Distingue a maioria dos variantes que imitam HbS
tipos de DF Caro
Automatizado Precisa de pessoal treinado

Focalizacao Detecta facilmente HbS Caro

isoelétrica em uma alta concentragéo Precisa de pessoal treinado
de HbF para interpretacao dos
Pequeno volume de resultados
amostra

PCR Simples Baixa sensibilidade;
Pode ser usado no Contaminacdo do DNA da
diagndstico pré-natal célula materna

Processamento Método automatizado N&o € possivel distinguir

de imagem Minimizar o erro de entre diferentes tipos de DF

dependéncia a olho nu

N&o determina a gravidade
da doenca

Caro

Precisa de equipamentos

especiais

Legenda: DF: Doenca falciforme; HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia; PCR:
Reacado em cadeia da polimerase. HbS: Hemoglobina S; HbF: Hemoglobina fetal.
Fonte: Adaptado de ARISHI; ALHADRAMI; ZOUROB (2021).
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2.2.5 Tratamento

A descoberta da anemia falciforme nos primeiros estdgios da vida do
individuo tem grande importancia para o manejo clinico da doenca. Um diagndstico
precoce esta relacionado com uma diminuicdo das taxas de mortalidade e aumento
da qualidade de vida de seus portadores (PICCIN et al., 2018).

Por ser uma doenca que atinge multiplos érgaos dos sistemas, € comum
pacientes apresentarem complicagbes agudas e cronicas. As crises agudas
ocasionadas pela vaso-oclusdo podem ser desencadeadas por fatores como a
hipotermia, desidratacdo, estresse, elevadas altitudes, entre outras. O manejo clinico
para o controle dessas crises agudas, inicialmente, é a administracdo de
medicamentos analgésicos. Além disso, o fornecimento de oxigenac¢éo ou hidratagédo
também sdo necessarios (MONUS; HOWELL, 2019). Além das crises de dor, outras
complicacfes agudas incluem: sindrome toracica aguda, acidente vascular cerebral e
sequestro hepatico ou esplénico (KAPOOR,; LITTLE; PECKER, 2018).

Complicacdes cronicas da AF abrangem lesdes no cérebro, olhos, rins,
pulméo e figado. Sdo complicagcdes que requerem mais cuidados e necessitam de um
aparato ambulatorial e hospitalar. Infelizmente poucas sdo as terapias existentes para
tratamento eficaz da doenca (KAPOOR; LITTLE; PECKER, 2018).

Os niveis de hemoglobina fetal estdo diretamente relacionados com a
evolucéo do quadro dos pacientes com anemia falciforme. Quanto maiores 0s niveis
de HbF, menores as complicacdes. Outra caracteristica importante € sua restricdo a
apenas uma pequena parcela dos globulos vermelhos (distribuicdo heterocelular). As
células contendo a HbF sdo denominadas de células F (SEBASTIANI; STEINBERG,
2022).

Janet Watson, em 1948 descobriu que os eritrocitos de recém-nascidos
portadores da AF, eram protegidos do processo de mudancga de conformacéo celular
e que os bebés, até a idade de cerca de 6 meses, ndo manifestavam a doenca. Anos
mais tarde, descobriu-se que esse processo se dava pelo nivel aumentado de
hemoglobina fetal (LETTRE; BAUER, 2016).

A HbF é a forma de hemoglobina prevalente durante a gravidez. Somente
apos o0 nascimento da crian¢a, em um processo regulado por expressao génica, € que
a mesma vai sendo substituida pela HbA (ou HbS). Um tetramero de hemoglobina é

formado por duas cadeias a globinas e duas cadeias 3 globinas (a22). O cluster de
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genes B-globina no cromossomo 11 inclui cinco genes B-like: e-globina, ®y-globina, Ay-
globina, &-globina e B-globina. Na fase inicial da gravidez (primeiro trimestre) as
cadeias de ¢-globina no cluster de B-globina sdo altamente expressas nas células
eritréides. Em seguida, as cadeias de ¢-globina vao sendo substituidas pelas cadeias
de y-globina derivadas de células eritréides hepaticas fetais. A partir do nascimento
em diante, ha um decaimento nos niveis de expressédo das cadeias y-globina e um
aumento da expressdo das cadeias B globinas, que resulta na hemoglobina adulta
(HbA). A figura 7 ilustra o processo de regulacdo génica da globina B-like humana
(VENKATESAN et al., 2020).

Figura 7: Regulacao génica da globina B-like humana.
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Legenda: LCR (Locus Control Region): Regido de controle de I6cus.
Fonte: VENKATESAN et al. (2020).

O polimero de hemoglobina falciforme consiste em uma fibra sélida com 7
pares de filamentos de tetrameros de HbS. A estabilizacdo dessas fitas se da pela

interacdo hidrofébica da valina na porcdo 6 da cadeia B a uma porcao da cadeia
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adjacente contendo uma sequéncia de aminoacidos hidrofébicos nas posi¢des 85 a
88. Como a y-globina presente na HbF tem uma glutamina ao invés de treonina na
posicdo 87, a interacdo hidrofobica dessas fitas € bem mais fraca. Como
consequéncia, os tetrameros de HbF contendo cadeias de y-globina tem menos
probabilidade de copolimerar, enquanto os tetrameros de HbS tem mais probabilidade
(Figura 8). Dessa forma, a hemoglobina fetal apresenta um efeito antifalciforme
(LETTRE; BAUER, 2016).

Figura 8: Como a hemoglobina fetal inibe o processo de mudanca na forma dos

eritrocitos.
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—
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Legenda: A: hemoglobina predominante antes do nascimento em ambos os casos é
a hemoglobina fetal (azy2). Apds o nascimento a hemoglobina fetal vai sendo
substituida pela HbA ou HbS. B: Polimerizacdo sob condi¢6es de desoxigenacdo. LCR
(Locus Control Region): Regido de controle de I6cus

Fonte: LETTRE; BAUER (2016).
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Nos ultimos anos tém surgido muitos estudos genéticos envolvendo o gene
da B-globina afim de se encontrar um tratamento para a anemia falciforme. A terapia
genética se baseia na insercé@o de virus ou lentivirus como vetores, que contém um
gene de B-globina de tipo selvagem, um promotor de -globina e uma LCR. Estudos
em modelo animais tém se mostrado bem-sucedidos (SEGURA et al. 2023). O
primeiro caso exitoso reportado de estudos envolvendo terapias genéticas em
humanos foi realizado em 2017, onde um adolescente de 13 anos em estado grave
da doenca, recebeu terapia genética usando o vetor BA-T87Q LV. Ele alcancou niveis
suficientes de células-tronco modificadas por genes e apresentou uma melhora
acentuada do quadro (BADAT; DAVIES, 2017). Outros pacientes, submetidos a
mesma terapia, entretanto, ndo apresentaram melhora satisfatéria (KANTER et al.,
2017).

Muitas descobertas importantes foram feitas e muitos estudos envolvendo
0 uso de virus como ferramentas bioldgicas ainda estdo em curso. Esses estudos séo
fundamentais para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da AF
(SEGURA et al. 2023).

Atualmente, o Unico tratamento que pode curar de fato a anemia falciforme
(bem como outras doencas hematoldgicas) € o transplante alogénico de células-
tronco hematopoiéticas. E mais indicado em casos sérios da doenca, entretanto, raros
S840 0s casos em que € possivel a realizagdo do transplante. O nimero reduzido de
doadores, a alta taxa de morbidade, as altas taxas de rejeicdo do enxerto e a escassez
de estudos, sao consideradas barreiras para a implementacdo em massa desse
tratamento (AZEVEDO et al., 2021).

A hidroxiuréria € o principal farmaco usado na terapia dos pacientes com
AF. Seu uso acarreta uma melhora das crises dolorosas, além de aumentar as taxas
de sobrevivéncia dos usuérios (MONUS; HOWELL, 2019). Seu mecanismo de agéo
€ complexo, mas pode ser categorizado em duas vias: aumento na producéo de HbF
e melhor fluxo sanguineo através da reducdo da adesdo intercelular (Figura 9)
(GREEN; BARRAL, 2014).
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Figura 9: Efeitos da hidroxiureia na anemia falciforme.
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(falciforme).
Fonte: Adaptado de GREEN; BARRAL (2014).

Em 1995, o Multicenter Study of Hydroxyurea (MSH) estudou a eficacia do
farmaco em individuos adultos e o resultado foi bastante impactante: a incidéncia de
episodios de dor aguda diminuiram em cerca de 40% e houve reducédo também nos
indices de hospitalizacdo e de sindrome toracica aguda. Esses resultados foram
primordiais para a aprovacao do farmaco, pela FDA (Food Drug Administration) em
1998, no tratamento de pacientes sintométicos com a doenca falciforme (GREEN,;
BARRAL, 2014).

O farmaco induz o aumento da expressao génica de y-globina em células
eritroides humanas. Subsequentemente, as cadeias y-globinas podem se juntar as
cadeias a-globinas nas células vermelhas para formar HbF (a2y2). As células com
altos niveis de HbF (entre 20 e 25%) tem a capacidade de escapar do processo de
formacdo de drepandcitos. A diminuicdo da polimerizacdo, a diminuicdo do dano a

membrana dos eritrécitos e a diminuicdo da hemdlise tém como consequéncia a
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melhora da oxigenacdo dos tecidos e diminuicdo da inflamacdo (YASARA;
PREMAWARDHENA; METTANANDA, 2021).

A HU é um inibidor da enzima ribonuceotideo redutase, que converte 0s
ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos. Essa inibicdo gera uma dimunuicéo dos
niveis de desoxirribonucleotideos que sdo importantes para a sintese de DNA,
replicacdo da célula e reparo celular. Na AF essa acao pode ser util pois auxilia na
diminuicdo da contagem de leucdcitos e da adesdo vascular associada. Outras
atividades farmacoldgicas associados ao uso da HU, incluem um aumento da
liberacdo de NO endotelial, diminuicdo da hemalise, reducdo da adeséo intracelular e
aumento do volume corpuscular médio (VMC) dos eritrécitos, que gera um aumento
no intervalo de tempo entre a desoxigenacado e a polimerizacdo das heméacias, com
consequente reducao de vaso-oclusdes (PICCIN et al., 2018).

Outras terapias estdo sendo usadas e/ou testadas para o tratamento da
anemia falciforme. Essas terapias tém seus alvos farmacoldgicos baseados na
fisiopatologia da doenca, podendo atuar na modulacdo da polimerizacdo da
hemoglobina (ex: HU, metformina e senicapoc); na prevencdo da vaso-ocluséo (ex:
HU, crizanlizumab e rivipansel) e na prevencdo da disfuncdo endotelial (ex: HU,
terapia oral ou intravenosa com nitrito, inalacdo de NO, arginina e L-glutamina)
(SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

E importante que desde o nascimento da crianca sejam tomadas todas as
providéncias para um bom prognéstico da doenca. Isso inclui estar em dia com o
esquema vacinal, especialmente para a vacina pneumocdcica. Ademais, a
administracdo de antibidticos profilaticos como a penicilina em doses diarias, até os
seis anos de idade, tem reduzido a mortalidade infantil. Uma deteccdo precoce dos
sinais e sintomas do paciente € fundamental para um manejo terapéutico adequado
para aquele individuo (ZUNIGA et al., 2018).

A HU impacta diretamente o perfil inflamatério dos pacientes com AF e esta
relacionada a inducdo da diminuigdo de citocinas proé-inflamatérias (ZAHRAN et al.
2020), como o IFN-y. Estudos mostram que o farmaco estad relacionado com a
diminuicdo dessa citocina, tendo como consequéncia uma melhora nos sintomas da
doenca (MAHMOUD et al., 2020; ELALFY et al., 2018). Entretanto, mais estudos sao
necessarios para consolidar essa relacao.

Desse modo, a educacdo em saude € fundamental para garantia da adesao

terapéutica visando conter temporariamente as complicagdes, reduzir a mortalidade e
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aumentar a qualidade de vida dos individuos acometidos pela doenca (ZUNIGA et al.,
2018).

2.3 Interleucina 18 (IL-18) e anemia falciforme

A interleucina 18 (IL-18) foi primeiramente descrita no ano de 1989 como
uma citocina capaz de induzir interferon-gama (IFN-y) (NAKAMURA et al., 1989).
Entretanto, essa inducéo ocorre através de sinergia com a IL-12, onde a citocina atua
nas linfocitos Thl, macréfagos, células NK, células B e células dendriticas para a
producdo do IFN-y, enquanto cada citocina sozinha tem muito menos potencial para
fazer isso (YOSHIMOTO et al., 1997; DINARELLO et al., 1998). Essa sinergia ocorre
pois a IL-12 aumenta a expressao do receptor IL-18R em células Thl (IHIM et al.
2022).

Além disso, auséncia de IL-12 e na presenca de IL-2, a IL-18, ao se ligar
ao seu receptor, aciona o adaptador MyD88 (fator de diferenciacdo priméaria mieloide
88) e dispara a via do fator nuclear kB (NF-kB). Simultaneamente, o sinal de IL-2
promove a fosforilagéo e ativagdo de STAT5. No nucleo, STATS e NF-kB se combinam
nos mesmos reguladores génicos dos loci de IL4, IL5 e IL13, gerando uma producgao
cooperativa e aumentada dessas citocinas de perfil Th2 (NAKANISHI, 2018).

E uma citocina de baixo peso molecular (18kDa), pertencente a familia da
IL-1 e classificada como sendo do tipo pro-inflamatoria, pois, ao induzir fator de
necrose tumoral a (TNF-a), IL-1B, quimiocinas CXC e CC, bem como o NF-kB,
contribui para o processo inflamatorio local e sistémico (DINARELLO et al., 1998).
Outras atividades biologicas da IL-18 incluem a regulacéo da atividade citotoxica das
células Natural Killers (NK), células da linhagem mielocitica e células T. Ademais,
junto com a IL-3, consegue induzir mastocitos e basdfilos a producéo de IL-4 e IL-13.
Sendo assim, a IL-18 participa tanto dos processos de indugdo da imunidade inata,
como da imunidade adquirida (YASUDA; NAKANISHI; TSUTSUI, 2019; OKAMURA et
al., 1995).

A cadeia proteica humana da IL-18 consiste na associacdo de 193
aminoacidos. Sua sintese se da a partir de um precursor inativo, denominado pré-IL-
18 (24kDa), expressa em ceélulas endoteliais, queratindcitos, células do epitélio
intestinal, células de Kuppfer, fibroblastos e osteoblastos. Para se tornar ativa, a

molécula sofre clivagem por meio da acédo da enzima caspase 1 no inflamassoma
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NLRP3. Apos essa clivagem, a IL-18 madura € secretada pelos mondcitos e
macrofagos (FANTUZZI; REED; DINARELLO, 1999).

O receptor da IL-18 (IL-18R) é formado por duas subunidades: um
componente induzivel (IL-18Ra) e um componente constitutivamente expresso (IL-
18RB). Ambos compartilham um dominio comum (também compartilhado por outros
membros da familia IL-1R) denominado dominio Toll-like receptor (TLR)/IL-1R (TIR).
Apoés a ligacéo da IL-18 ao seu receptor, a subunidade IL-18Ra forma um complexo
de alta afinidade com a IL-18RB que gera um sinal de transducao intracelular. O
dominio TIR citoplasmatico entdo, interage com o dominio TIR do fator de
diferenciacdo primaria mieloide 88 (MyD88), formando um complexo TIR-TIR. A
fosforilacdo dessa molécula leva a ativacdo de TNF-a, NF-kB, da proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK), além de outras citocinas pro-inflamatérias (ADACHI et
al., 1998; YASUDA; NAKANISHI; TSUTSUI, 2019). A figura 10 mostra a ligacéo da IL-

18 ao seu receptor e a cascata de eventos que ocorre ap0s essa ligacao.

Figura 10: Ligacdo da Interleucina 18 (IL-18).
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Legenda: Ao ligar-se no seu receptor, a IL-18 medeia a formacdo de segundos
mensageiros que culminam na expressao de genes capazes de induzir a producao de
varias citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-8, IL-13, MIP-1aq,
NO, entre outras, a partir de uma variedade de células humanas.

IL-18: Interleucina 18; IL-18Ra: Receptor de interleucina 18 alfa; IL-18R[: Receptor
de interleucina 18 beta; NF-kB: fator nuclear kB; MyD88: fator de diferenciagcao
primaria mieloide 88; MAPK: proteina quinase ativada por mitdbgeno; IRAK-1: receptor
interleucina-1 kinase 1 associada; IRAK-4: receptor interleucina-1 kinase 4 associada;
TRAF6: receptor de fator de necrose tumoral associado ao fator 6.

Fonte: YASUDA; NAKANISHI; TSUTSUI (2019).
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A IL-18, portanto, pode ser considerada como um biomarcador inflamatério
(ZHABYEYEV; OUDIT, 2021) e niveis elevados de dessa citocina tém sido
relacionados a patogénese de varios disturbios e doengas, dentre as quais pode-se
citar: infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca, sindrome dos ovarios
policisticos, doenca renal crénica, doenca pulmonar obstrutiva crbénica, hepatite
autoimune, sepse, anemia falciforme, dentre outras (DIAS-MELICIO et al., 2015).

Embora nas ultimas décadas o prognéstico dos pacientes com a doenca
falciforme tenha melhorado, eles ainda sofrem com uma baixa expectativa de vida (na
faixa de 40 anos em média). Estudos apontam que as causas de morte mais comuns
nesses individuos sao sindrome toracica aguda, hipertensao pulmonar e morte subita.
A morte sUbita esta relacionada a arritmias que levam o individuo a morte cardiaca
repentina (HAMIDEH; ALVAREZ, 2013).

Gupta e colaboradores (2021) realizaram um estudo sobre a associacéo
dos niveis de IL-18 e o desenvolvimento de cardiomiopatias em pacientes com doenca
falciforme (incluindo pacientes HbSS) e modelo animal de camundongos com doenca
falciforme. O objetivo dos autores era identificar se a IL-18 medeia o desenvolvimento
de cardiomiopatias e taquicardia ventricular. Seus achados mostraram resultados
importantes acerca da tematica: O quadro 2 mostra um compilado dos principais

resultados obtidos no estudo.

Quadro 2: Relacdo do aumento da Interleucina 18 (IL-18) no desenvolvimento de

cardiomiopatias na doenca falciforme (DF).

Modelo murino de DF e Niveis circulantes mais altos de IL-18;

e Aumento da fibrose cardiaca,

e Aumento da duracéo prolongada do potencial de
acao;

e Maior indutibilidade de taquicardia ventricular;

e Maior fosforilagédo cardiaca de NF-kB;

e Reducdo da expressdo do canal de potassio

voltagem-dependente.
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Modelo murino de DF com e Diminuicao da fibrose cardiaca,;
inibicao sustentada de IL- e Diminuigdo da fosforilagdo de NF-kB;
18 e Funcdo diastdlica melhorada;

e Remodelacéo elétrica normalizada;

e Taquicardia ventricular mediada por IL-18

atenuada.
Pacientes com DF e Apresentaram maior expressdao do gene IL-18
associada a fibrose nas células mononucleares do sangue periférico;
miocardica ou aumento do e QTc foi fortemente correlacionado com os niveis
QTc plasmaticos de IL-18;

¢ Risco significativamente aumentado (p=0,017) de
morte em pacientes com niveis mais altos de IL-18
comparados com aqueles que tinham niveis mais

baixos.

Legenda: DF: Doenga Falciforme; IL-18: Interleucina 18; NF-kB: fator nuclear kappa
B; QTc: QT corrigido. No eletrocardiograma, QT é uma medida que representa o
tempo total da despolarizacéo (contracéo) e repolarizacéo (relaxamento) ventricular.

Fonte: Adaptado de: GUPTA et al. (2021)

Um outro estudo envolvendo a associacdo da IL-18 com a anemia
falciforme foi desenvolvido por Duarte e colaboradores (2016). Seus estudos
buscavam identificar genes relacionados com a funcado diastolica em pacientes com
doenca falciforme, pois tais disfungbes sdo bem comuns nesses individuos e é
considerado um fator de risco para aumento da mortalidade desses pacientes. A
conclusdo dos autores foi que o aumento da expressado génica da IL-18 esta
associado a funcdo diastdlica e podem estar envolvidos com a sua patogenia
(DUARTE et al., 2016). Embora a disfuncédo diastolica na AF envolva mdultiplos
mecanismos fisiopatoldégicos complexos, um aumento de IL-18 sugere o envolvimento
de processo inflamatério, que é crbnico, seja como um mecanismo primario ou
secundario devido ao estado hiperdinamico (GBOTOSHO; GOLLAMUDI; HYACINTH,
2023).

Ha grande evidéncia de que o processo inflamatorio, caracteristico na AF,

seja bastante influenciado pelo heme liberado durante a hemdlise. Isso porque, o
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heme é capaz de ativar o inflamassoma NLRP3. A formacao do inflamassoma NLRP3
inicia-se através de receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) que reconhecem
padrdes moleculares associados a danos. Uma vez formados, o NLRP3 promove a
ativagdo da caspase-1, que cliva a citocina inflamatoria pro-IL-18 para IL-18 (forma
ativada) (SALGAR et al.,, 2023). Pacientes com anemia falciforme apresentam
sinalizacdo elevada de inflamassoma, com aumento da expressdo de mRNA de
NLRP3, caspase-1, IL-13 e IL-18 (PITANGA et al., 2016).

Ao comparar pacientes com AF que fazem uso da HU com aqueles que
nao sao tratados com o farmaco, Pitanga et al. (2021) observaram que embora 0s
pacientes tratados tenha uma reducdo da expressdo dos genes do NLRP3, o
tratamento ndo modula a expressao de outros componentes do inflamassoma.

Almeida (2017) avaliou se a presenca de polimorfismo nos receptores dos
inflamassomas NLRP1 e NLRP3 e das interleucinas IL-1p e IL-18 podiam ter relacéo
com a severidade da AF. Seus ensaios mostraram que nao houve relacdo entre o
polimorfismo e a gravidade da doenca.

Niveis de IL-18 se mostraram alteradas no estudo de Azevedo e sua equipe
(2021). Os pesquisadores realizaram um ensaio envolvendo a terapia de transplante
alogénico de células-tronco hematopoiéticas em 32 pacientes com anemia falciforme.
Os participantes receberam as células-tronco e sua evolugao foi observada durante
um periodo de 5 anos. Eles observaram que os niveis da citocina permaneceram
elevados naqueles pacientes que apresentaram falha no enxerto (rejeicéo), enquanto
0s niveis de IL-18 estavam reduzindo nos pacientes que ndo apresentaram rejeicao
do enxerto. Os autores associam a taxa de IL-18 a ativacao do inflamassoma NLRP3.

As taxas de IL-18 mostraram-se aumentadas em pacientes durante as
crises dolorosas, quando comparadas com pacientes em estado estacionario,
sugerindo um envolvimento dessa citocina na exacerbacao clinica (SIRANSY et al.,
2023); e mostraram-se reduzidas em pacientes com AF apds receberam tratamento
com baixas doses de mometasona por via inalatéria, que resultou em diminuicdo da
concentracdo de VCAM e dos episddios de crises dolorosas (LANGER et al., 2019).
Os dados dos estudos registram niveis aumentados de IL-18 na AF e reforcam seu

papel nos processos inflamatérios, sobretudo pela inducao de IFN-y.
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2.4 Interferon-gama (IFN-y) e Anemia falciforme

Como previamente mencionado, o processo inflamatoério envolvido na AF
leva o individuo a diversas complicacdes da doenca. A célula em foice é mais fragil e
tem um tempo de meia-vida menor do que hemacias normais. Portanto, quando ocorre
hemolise, € liberado heme e outras moléculas que aumentam o processo inflamatério,
que vao atuar como padrdes moleculares associados a danos (DAMP), causando
ativacdo do sistema de coagulacdo, bem como do sistema imunolégico inato
(SIRANSY et al., 2023). Pelo proprio processo fisiopatolégico envolvido na anemia
falciforme, diversas citocinas sao liberadas, gerando inflamacgéo no local (SUNDD;
GLADWIN; NOVELLI, 2019).

O IFN-y é uma das citocinas liberadas durante esse processo. E produzido
principalmente por linfécitos T helper 1 (Th1l), bem como em outros tipos celulares,
incluindo os linfécitos CD8, células B, células NK, mondcitos, macrofagos e células
dendriticas. Algumas citocinas estimulam a producéo de IFN-y, como a IL-18, vista
anteriormente (BHAT et al., 2018).

Um nivel elevado de IFN-y causa danos teciduais em pacientes com
doenca falciforme e pode desempenhar um papel na patogénese da inflamacgéo
nesses individuos tanto em um estado estacionario (sem crises de dor) ou durante a
crise. E o que concluiu um estudo conduzido por Khalifa e colaboradores (2018). Em
sua pesquisa, os cientistas avaliaram o papel do IFN-y na patogenia da DF. Seus
achados mostraram que os niveis de IFN-y foram significantemente maiores em
pacientes com a doenca comparado com individuos saudaveis.

Um outro estudo, avaliou a associacao dos niveis de IFN-y com a anemia
falciforme (HbSS) em criangas com crises de vaso-oclusdo e em condi¢des estaveis
que faziam uso de HU, comparadas com criancas saudaveis. Os participantes
passaram pelo processo de triagem e a coleta de sangue foi realizada a fim de fazer
a dosagem dos niveis da citocina. Um aumento de IFN-y foi detectado no grupo com
AF comparado com o grupo controle. Além disso, criangcas com crises vaso-oclusivas
apresentaram niveis de IFN-y maiores do que aquelas em condi¢cdes estaveis. O
estudo também mostrou que pacientes com uma baixa adesao ao tratamento com HU
apresentaram niveis mais altos da citocina, enquanto os pacientes que tinham boa

adeséo a terapia, houve diminuicdo dos niveis séricos de IFN-y, evidenciando o papel
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importante da hidroxiureia no prognoéstico da doenca e na reducdo do processo
inflamatoério (MAHMOUD et al., 2020).

Em contrapartida, um nivel baixo de IFN-y pode comprometer o sistema
imunoldgico, visto que a citocina apresenta um papel importante no reconhecimento
de patogenos, apresentacdo de antigenos, inibicao da proliferacdo celular e efeitos na
apoptose, além de participar da ativacdo de células T e macréfagos e induzir a
expressdo de moléculas MHC de classe 1 (TIRON; VASILESCU, 2008).

Um dos 6rgados responsaveis pela manutencdo do sistema imune ativado
€ 0 baco. O baco apresenta importancia na producédo de células de defesa contra
infeccdes, armazenando cerca de um quarto do total de linfocitos. Participa tanto do
processo imunolégicos inato como adaptativo. Dentre outras fungbes, também é
responsavel pela producao de IFN-y. Em pacientes com anemia falciforme, a funcéo
esplénica pode ser reduzida, uma vez que a grande quantidade de hemdlise gera
sequestro esplénico, que acaba prejudicando o 6rgdo. Com base nisso, Okongwu e
colaboradores (2018) realizaram um estudo a fim de avaliar o nivel de IFN-y em
pacientes com AF com autoesplenectomia. Sua andlise objetivou determinar se a
autoesplenectomia afeta a imunidade de pacientes com AF, refletida pelos valores de
IFN-y. Seus resultados mostraram que pacientes com AF associado com
autoesplenectomia apresentaram mais crises de dor comparados aos pacientes com
AF sem comprometimento do baco. Ademais, as taxas de infec¢cdes formam menores
nos pacientes que nao apresentaram autoesplenectomia. Os niveis plasmaticos de
IFN-y ndo apresentaram resultados significativos nesse estudo, ao se comparar 0s
dois grupos estuados (OKONGWU et al., 2018).

Outros estudos associando o IFN-y com a doenga falciforme foram
desenvolvidos. No estudo de EIAIfy e colaboradores (2018), foi observado que os
niveis de IFN-y eram mais baixos em pacientes em terapia com HU e mais elevados
naqueles que possuiam histérico de CVO. Um outro estudo, coordenado por Silva-
Junior e equipe (2021), também associou 0s niveis elevados de IFN-y aos pacientes
com AF em CVO. Esses achados reforcam a importancia das citocinas como
potenciais biomarcadores de inflamacgédo na AF (ELALFY et al., 2018; SILVA-JUNIOR
et al., 2021), entretanto, mais investigacfes sao necessarias para se compreender

melhor os mecanismos imunolégicos envolvidos nessa associacéo.
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3 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A anemia falciforme é uma hemoglobinopatia severa e seu progndstico
continua sendo desafiador para os pacientes portadores. Trata-se de uma doenca
cronica que apresenta como caracteristica episodios de crises dolorosas que podem
evoluir para danos permanentes em tecidos e 6rgaos. Desencadeia uma resposta
inflamatoria caracterizada pela liberacdo de diversas citocinas, entre elas a IL-18 e 0
IFNy. AIL-18 é um indutor de IFNy que, quando elevado, pode causar diversos danos
teciduais resultando em piora do quadro dos pacientes portadores de anemia. Para o
tratamento, a terapia medicamentosa se da pelo uso de hidroxiureia, que por sua vez,
esta estreitamente relacionada com os niveis de citocinas mencionadas. A realizacao
de estudos que visem uma melhor compreensao entre a relacdo dessas citocinas com
o perfil de exames clinicos de portadores de anemia podera ser util para um melhor
progndstico e conscientizacdo de pacientes portadores de anemia falciforme.

Estudos que investigam a correlacdo entre essas citocinas e 0s parametros
clinicos de pacientes com anemia falciforme s@o escassos e, em sua maioria,
limitados a um namero reduzido de participantes (DUARTE et al., 2016; AZEVEDO et
al., 2021; GUPTA et al., 2021; SIRANSY et al., 2023; ELALFY et al., 2018; KHALIFA
et al., 2018; OKONGWU et al., 2018; MAHMOUD et al., 2020; SILVA-JUNIOR et al.,
2021). Assim, esse trabalho visa compreender a relacdo entre a IL-18 e a sua
influéncia sobre os parametros hematologicos e achados clinicos em pacientes com
anemia falciforme, bem como sua influéncia sobre os niveis de HbF. Além disso, é
importante se entender melhor a agao das citocinas, avaliar a relagcdo de aumento ou
diminuicdo desses marcadores e associar com 0 UusO ou nao da terapia
medicamentosa prescrita. Essa € uma pesquisa inédita no contexto regional com
interface inflamatdria envolvendo as citocinas a IL-18 e INF-y, além da HbF.

A Secretaria da Saude do Estado do Ceara informou em 2022 que o
HEMOCE (Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard) atende cerca de 400
pacientes adultos com DF (SESA, 2022). Levando em consideracdo esse numero, a
incluséo de 85 participantes com a doenca neste estudo representa aproximadamente
20% da populacdo atendida pela Instituicdo. Essa propor¢cdo reforgca o carater
representativo da amostra e confere robustez aos dados obtidos, sobretudo em um
cenario em que a obtencdo de amostras clinicas de pacientes com AF ainda

representa um desafio logistico e ético.
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Outro ponto importante é que a pesquisa foi realizada em em Fortaleza,
cidade no Ceara com alta prevaléncia de casos diagnosticados de AF. Considerando
a elevada incidéncia dessa doenca no Brasil, os avangos no entendimento de fatores
associados a gravidade da doenca e sua apresentacao clinica, podem gerar impactos
positivos no atendimento aos pacientes portadores.

Portanto, € crucial que haja uma preocupacdo com o entendimento da
patofisiologia inflamatdria da doenca e dos seus processos inflamatérios, a fim de
assegurar que os individuos acometidos facam adesdo ao tratamento, para evitar
complicacdes, diminuir a taxa de mortalidade e melhorar a qualidade de vida dos seus
portadores (ZUNIGA et al., 2018).



48

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia dos niveis de Interleucina 18 (IL-18) e o Interferon gama
(IFN-y) nos parametros hematoldgicos e niveis de Hemoglobina Fetal (HbF) em
pacientes portadores de anemia falciforme atendidos em um hemocentro na cidade

de Fortaleza, Ceara.

4.2 Objetivos especificos

e Caracterizar, de maneira associada, o perfil demografico e laboratorial de
pacientes com anemia falciforme;

e Avaliar os parametros hematolégicos entre os grupos de acordo com o uso de
HU;

e Correlacionar, de maneira associada, os niveis de HbF e parametros
hematolégicos de acordo com o uso de HU,;

e Avaliar os niveis das citocinas IL-18 e IFN-y em pacientes com AF, de acordo
com o uso de HU;

e Avaliar a correlacao e influéncia das citocinas IL-18 e IFN-y com os parametros

hematoldgicos de pacientes com AF de acordo com o uso de HU;
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5. METODOLOGIA

5.1 Aspectos Eticos

O estudo cientifico foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Cearda (HEMOCE), situado na Avenida José
Bastos, 3390, bairro Rodolfo Tedfilo, Fortaleza, Ceara, sob registro de nuamero
2.979.26 (Anexo 1). Este projeto foi avaliado e considerado aprovado por atender aos
principios éticos e a legislacao vigente a pesquisa em humanos no Brasil. A pesquisa
seguiu os principios éticos estabelecidos pela resolucdo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude (CNS).

5.2 Tipo de estudo

O estudo foi do tipo transversal, observacional, descritivo e analitico que
visou avaliar a relacédo entre os niveis de Interleucina 18 (IL-18) e Interferon gama
(IFN-y) com parametros hematologicos de pacientes portadores de anemia falciforme

atendidos em um hemocentro da cidade de Fortaleza, CE.

5.3 Local do estudo

A coleta dos dados foi realizada no Centro de Hematologia e Hemoterapia
do Ceard (HEMOCE), no periodo entre julho de 2021 & maio de 2022. Fundado em
1983, o HEMOCE é hoje responsavel pela realizacdo de atendimento a pacientes e
doadores e atua com exceléncia e inovacdo em hemoterapia, hematologia e
transplantes, bem como suporte ao sistema de saude (HEMOCE, 2022).

A analise das amostras foi feita no Laboratério de Andlises Clinicas e
Toxicologicas (LACT) do Departamento de Analise Clinicas e Toxicolégicas da
Universidade Federal do Ceara (UFC) em parceria com o Laboratério de Pesquisa em
Hemoglobinopatias e Genética das Doencas Hematoldgicas (LPHGDH) e com
Laboratério de Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da UFC.
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5.4 Populagéo de estudo

Ao todo, participaram do estudo 116 voluntérios, sendo estratificados em
trés grupos: Grupo 1 (G1) — em terapia com HU (n= 73); Grupo 2 (G2) — sem terapia
com HU (n= 12) e Grupo 3 (G3) — Controle (n=31). Todos os integrantes foram
recrutados do HEMOCE. Os membros dos grupos 1 e 2 foram pacientes em
acompanhamento de AF atendidos pelo ambulatério de hemoglobinopatias do
HEMOCE. Ja os integrantes do grupo 3, foram pessoas saudaveis que compareceram
ao hemocentro para doacéo de sangue.

5.5 Critérios de inclusao e exclusao

Participaram dos grupos 1 e 2 individuos adultos (com idade superior a 18
anos), de ambos o0s sexos, diagnosticados com anemia falciforme (HbSS),
confirmados a partir de eletroforese de hemoglobina e/ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Outro critério inclusivo era estar em acompanhamento no HEMOCE
e concordar em participar da pesquisa, através da leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). Apds assinatura do termo,
estes se apresentaram para a coleta do material biolégico para que fossem realizados
exames de rotina para acompanhamento da evolucédo da doen¢a no ambulatorio de
hemoglobinopatias. Além disso, somente foram incluidos, aqueles que se
encontravam em estado estacionario, de acordo com os critérios de Ballas (2011).

Segundo Ballas (2011), o estado estaciondrio € um ponto no tempo em que
0 paciente em nao esta passando por uma crise de dor aguda. Alguns critérios devem

ser atendidos para se estabelecer um estado estacionario:

1. Auséncia de episodio de dor aguda que requeresse atendimento em pronto-
socorro ou hospitalar por pelo menos quatro semanas consecutivas apés crise
dolorosa anterior;

2. Sem historia de internacdo em hospital ou pronto-socorro 2 a 3 dias apos o
momento em questao;

Sem historia de transfusédo de sangue durante 0s 4 meses anteriores ao momento;
Sem historia de doenca intercorrente, como infeccao, inflamacéo durante as 4

semanas anteriores;
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5. Nenhum tratamento com medicamentos, como antibioticos, que possam afetar as
contagens sanguineas durante as 3 semanas anteriores;

6. Os valores de estado estacionario podem mudar com o tempo. E, portanto,
aconselhavel determina-los periodicamente a cada 2-3 anos.

Foram excluidos pessoas em estado gestacional, pessoas que
apresentavam  outras doencas hematolégicas  associadas, individuos
politransfundidos e individuos com genotipo heterozigoto para AF (traco falcémico).

Para os integrantes do grupo controle, foram designados adultos saudaveis
que compareceram ao local do estudo para doacdo voluntaria de sangue e que

concordaram em participar do ensaio a partir da assinatura do TCLE.

5.6 Coleta de dados e amostra

Os individuos dos grupos 1, 2 e 3 que se enquadravam nos critérios de
incluséo e que assinaram o TCLE, receberam instru¢cdes a respeito do delineamento
do estudo. Os dados foram coletados a partir de amostra de sangue periférico e de

prontuarios médicos.

5.6.1 Coleta das amostras biolégicas

A coleta do sangue periférico dos participantes da pesquisa foi feita no
ambulatério de hemoglobinopatias do HEMOCE, por profissionais qualificados,
seguindo as normas de utilizacdo de materiais pérfurocortantes, entre o periodo de
julho de 2021 a maio de 2022. O sangue foi coletado em tubos vacutainer® contendo
EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) como anticoagulante e armazenados em

freezer até o momento da analise.

5.6.2 Informagdes clinicas, laboratoriais e demogréficas

As informagdes clinicas e laboratoriais foram obtidas a partir dos
prontuéarios, presentes no ambulatério do HEMOCE. Os dados coletados dos

pacientes estdo dispostos no quadro a seguir.
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Quadro 3: Coleta de dados dos prontuarios dos pacientes com AF.

Dados demograficos Idade e sexo

Dados antropométricos | Peso e altura

Dados clinicos Uso de HU e frequéncia de crises dolorosas

Dados laboratoriais Hemograma (leucécitos, neutréfilos, hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM, CHCM, RDW,
plaguetas, NLR e PLR) e % de Hb (HbS, HbA2 e HbF)

Legenda: VCM: volume celular médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média;
CHCM: Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de
Distribuicdo dos Glébulos Vermelhos; NLR: Relacdo Neutdfilo-Linfécito; PLR: Relacdo
Plaquetas-linfocitos.

Hb: Hemoglobina.

5.7 Andlise das citocinas: IL-18 e IFNy

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) foi utilizado a fim de
determinar os niveis séricos de IFN-y, fazendo o uso do kit de ELISA (cat. n. KHC4021;
Invitrogen; Thermo Fisher Scientific, Inc). Os niveis séricos de IL-18 também foram
determinados a partir de ELISA (ab215539, Abcam). O procedimento de ambos
seguiu as normas dos fabricantes, e as leituras colorimétricas foram feitas utilizando

espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 450nm.

5.8 Andlise estatistica

Os valores obtidos de cada parametro foram dispostos em tabelas por meio
do software Excel versdo 2016 para posterior analise estatistica. Com 0 objetivo de
descrever as variaveis quantitativas, utilizou-se a média e o desvio-padrdo quando
estas apresentaram distribuicdo normal, enquanto a mediana e a amplitude foram
utilizados quando ndo apresentaram distribuicdo normal. As variveis categoricas
foram representadas por frequéncias simples e porcentagens. A fim de avaliar se 0s
dados possuiam distribuicAo normal, aplicaram-se o0s testes de normalidade
Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados dos pacientes foram inseridos no banco de
dados do software IBM - Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), em sua

versao 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), e analisados utilizando-se o0 mesmo pacote
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estatistico. O teste t de Student foi usado quando os dados apresentaram distribuicéo
normal e o teste U de Mann-Whitney foi usado para dados de distribuicdo néo
paramétrica. A correlacdo entre as variaveis foi verificada através do teste estatistico
de Rho de Spearman. Os graficos foram gerados no programa estatistico Graph Pad
Prism 6. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de p<0,05. A figura 11 abaixo

ilustra a estatistica do estudo.

Figura 11: Desenho esquematico do delineamento do estudo.

Dados organizados no Excel

Teste de normalidade: D s Teste t (média + desvio
: ados paramétricos =~ —— =

Kolmogorov-Smirnov padrao)
SPSS (Statistical Package
for the Social Sciences )

_ T Teste U de Mann-Whitney
Dados ndo paramétricos —— : :
(mediana e amplitude)
Correlagdo — Rho de Spearman Prisma (gerador de

graficos)

Fonte: Prépria.
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6 RESULTADOS

6.1 Andlise dos dados demogréficos e clinicos

Dos 85 pacientes com AF, 73 (85,9%) seguiam a terapia medicamentosa
com HU (grupo 1) e 12 (14,1%) n&o faziam uso do medicamento (grupo 2). Dentre os
participantes do grupo 1, 54,8% (n=40) eram do sexo feminino, com idade entre 18 e
64 anos; e 45,2% (n=33) eram do sexo masculino, com idade entre 19 e 74 anos; e
dentre os participantes do grupo 2, 58,3% eram do sexo feminino, com idade entre 19
a 53 anos; e 41,7% eram do sexo masculino, com idade entre 18 a 47 anos. A média
da idade dos patrticipantes do grupo 1 foi de 33,22 anos (DP+12,48) e a do grupo 2 foi
de 28,67 anos (DP+ 10,65). Dentre os 31 integrantes do grupo 3 (Controle), 51,6%
(n=16) eram do sexo feminino, com idade entre 19 e 54 anos e 48,4% (n=15) eram do
sexo masculino, com idade entre 19 e 72 anos. A média da idade dos participantes do
grupo controle foi de 33,5 anos (DP+12,86). O peso médio dos participantes do grupo
1 foi de 57,44kg (DPx 11,39), do grupo 2 foi de 54,25kg (DP+ 5,66) e do GC foi de
74,2kg (DP+£13,46). J4 em relacdo a variavel altura, os pacientes do grupo 1 tiveram
média de 1,61m (DP+0,099), do grupo 2 tiveram média de 1,64m (DP+ 0,080) e os
participantes do GC tiveram média de 1,67 (DP+0,109). Os dados demograficos acima

descritos sdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1. Dados demograficos dos participantes do estudo.

Sexo (%) Idade (anos) Peso (kg) Altura (m)

Fem.: 54,8 M= 33,22 M= 57,44 M= 1,61
Anemia falciforme A=18-74 A= 40-90 A=1,38-1,87
Em terapiacom HU 20 4%2 DP+1248  DP11,39  DP+0,099

Total: 73 participantes

Fem.: 58,3 M= 28,67 M= 54,25 M= 1,64
Anemia falciforme A=18-33 A= 44-65 A= 1,50-1,80
Sem terapiacom HU o0 #7 DP+1065  DP£566  DP+0,080

Total: 12 participantes
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Fem.: 51,6 M=335 M= 74,2 M= 1,67
A=19-72 A= 52-109 A=1,50-1,93

Controle Masc.:484  ppi1286  DP+1346 DP+ 0,109

Total: 31 participantes

Legenda: Fem.: feminino; Masc.: masculino; M: média; A: amplitude; DP: Desvio

padrao.

A maior parte dos pacientes que faziam uso do farmaco, utilizavam ha mais
de quatro anos (65,88%; n=56). Outro critério avaliado foi a auséncia e presenca de
crises dolorosas no ultimo ano e a frequéncia de aparecimento dessas dores, onde 37
pessoas (43,5%) afirmaram ter apresentado as crises, das quais 10 delas relataram
ter tido mais de 3 crises de dor no ultimo ano. Adicionalmente, 27 pacientes afirmaram
ter tido menos que 3. Dos 73 pacientes que seguem a terapia medicamentosa com
HU, 32 (43,8%) apresentaram crises dolorosas, enquanto 41 (56,2%) n&ao
apresentaram essas crises. Dos 12 individuos que nao faziam uso do farmaco, 5
(41,7%) apresentaram crises de dor e em 7 (58,3%) pacientes a crise foi ausente. A
tabela 2, é uma tabela descritiva que mostra a distribuicdo das crises de dor entre os

pacientes com AF.

Tabela 2: Frequéncia de crises de dor em pacientes com anemia falciforme.

) Usuarios de HU N&o usuarios de HU
Crises dolorosas
n % n %
Sem crise no ultimo ano 41 56,2% 7 58,3%
Menos de 3 crises 23 31,5% 4 33,3%
Mais de 3 crises 9 12,3% 1 8,3%
Total 73 100% 12 100%

Legenda: HU: Hidroxiuréia.

6.2 Parametros laboratoriais

Os parametros laboratoriais foram avaliados entre os grupos. A tabela 3
mostra essa comparacgao entre os participantes do grupo com AF e o0s participantes
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do grupo controle. Os seguintes parametros apresentaram diferenca, quando
compararam-se as variaveis do grupo AF e controle: contagem de leucécitos (t(71,55)
= 2,790; p=0,007), hemécias (t(114) = -20,621; p=0,001), hemoglobina (t(114) = -
14,66; p=0,001), hematdcrito (t(114) = -15,549; p=0,0015), VCM (t(111,505) = 11,006;
p=0,001), HCM (t(113,084) = 10,985; p=0,001), CHCM (t(90,948) = 2,631; p= 0,010),
plaquetas (t(87,379) = 4,749; p=0,001) e NLR (t(112) = -3,316; p=0,001); o teste U de
Mann-Whitney mostrou também que o RDW (Amplitude de Distribuicdo dos Globulos

Vermelhos) foi maior no grupo AF quando comparado ao grupo controle.

Tabela 3. Avaliacdo dos parametros laboratoriais entre os grupo teste (com anemia
falciforme) e o grupo controle.

Grupos de estudo

Parametros
o AF GC p
laboratoriais

Leucécitos (/mm3)  8.370,61 (+3.136,25)! 6.865,81 (+2.330,80)  0,007*

Neutrofilos (/mm?) 355500 (800,00 406500 1370.00-
12.460,00)? 8070,00)2
Hemécias (/mm?) 2.330.470,59 4.482.903,23 0001
(+516.611,92)! (+439.478,43)!
Hemoglobina (g/dL) 8,86 (+1,73)! 13,86 (+1,31)* 0,001*
Hematdcrito (%) 24,57 (+4,72)* 39,03 (+3,50)* 0,001*
VCM (fL) 107,12 (+14,95)* 87,20 (+4,48)" 0,001*
HCM (pg) 38,66 (+5,71)! 30,95 (+1,85)! 0,001*
CHCM (g/dL) 36,07 (+1,45)! 35,50 (+0,85)" 0,010*
RDW (%) 19,70 (14,20- 41,902 12,90 (11,40- 15,30)>  0,001*
Plaquetas (x10%) 327,15 (+130,51) 231,48 (+79,80)  0,001*

NLR 1,05 (0,66)* 1,51 (+0,60)* 0,001*
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PLR 85,77 (£50,44) 93,18 (£27,72)* 0,454

Legenda: AF: Anemia falciforme; GC: Grupo controle; VCM: Volume Corpuscular
Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de Distribuicdo dos Globulos
Vermelhos; NLR: Relacdo Neutofilo-Linfocito; PLR: Relacdo Plaquetas-linfocitos. O
teste t de Student foi usado para comparar 2 amostras com distribuicdo normal e o
teste U de Mann-Whitney foi usado para dados com distribuicdo ndo normal. A
normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov. *:
Dados expressos em média + desvio padrdo (dados paramétricos).

2. Dados expressos em mediana e amplitude (dados ndo paramétricos). *Valores
significativos

A tabela 4, mostra a comparacao das alteracbes em exames laboratoriais
entre os pacientes com anemia falciforme, considerando se o individuo faz ou ndo uso
do farmaco hidroxiureia. Com relacdo aos parametros VCM (t(83) = 4,428; p=0,001)
e HCM (t(83) = 4,322; p=0,001), foi observado que o grupo com uso de HU apresentou
diferenca, com valores mais altos, quando comparado ao grupo que nao faz uso do

farmaco. Os outros parametros, entretanto, ndo apresentaram diferenca.

Tabela 4. Avaliacdo de parametros laboratoriais de acordo com o uso de Hidroxiuréia.

Uso de Hidroxiuréia

Parametros

laboratoriais Sim Nao P
Leucécitos (/mm?) 8210,23 (£3223,56)!  9346,33 (+2426,19)' 0,247
Neutrofilos (/mm?) 3520,00 (848,00- 429100 (2800,00- -

12460,00)2 9180,00)2 !
Hemacias (/mm?) 2288219,18 2587500,00 0.953
(+435026,64)! (+845825,31)! !
Hemoglobina (g/dL) 8,98 (+1,71)! 8,07 (+1,65)* 0,088
Hematocrito (%) 24,88 (+4,63)! 22,74 (£5,062)* 0,148
VCM (fL) 109,75 (+13,70)? 91,10 (+12,32)'  0,001*
HCM (pg) 39,65 (+5,16)? 32,67 (£5,32)! 0,001*
CHCM (g/dL) 36,12 (+1,36) 35,77 (+1,98)! 0,436

RDW (%) 19,70 (14,20- 41,90)> 20,15 (14,30- 33,60)> 0,549
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Plaquetas (x103) 316,31 (+118,73)* 393,06 (+179,65)" 0,059
Reticuldcitos (x103) 225,04 (+772,64)" 228,02 (x795,97)* 0,910
Hemoglobina S (%) 76,40 (37,70- 93,70)> 83,50 (23,60- 90,20)> 0,863
Hemoglobina A2 (%) 4,50 (1,10- 6,00)? 4,70 (2,80-7,80)? 0,560

Hemoglobina F (%) 14,22 (+7,70)* 10,02 (+7,35)* 0,096

Legenda: VCM: Volume Corpuscular Médio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média;
CHCM: Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Amplitude de
Distribuicdo dos Globulos Vermelhos; NLR: Relacdo Neutofilo-Linfécito; PLR: Relacéo
Plaquetas-linfécitos. O teste t de Student foi usado para comparar 2 amostras com
distribuicdo normal e o teste U de Mann-Whitney foi usado para dados com
distribuicdo ndo normal. A normalidade dos dados foi verificada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. . Dados expressos em média + desvio padrdo (dados
paramétricos). 2: Dados expressos em mediana e amplitude (dados néo
paramétricos). *Valores significativos.

Considerando que a HU é um medicamento cujo mecanismo de acéo
envolve o aumento dos niveis de HbF, procedeu-se a analise da relacdo entre essa
variavel e os outros parametros laboratoriais previamente avaliados. Essa correlacéo
foi examinada exclusivamente dentro do conjunto de pacientes com AF. A tabela 5
mostra essa correlacdo entre os pacientes com AF em uso ou néo de HU. E possivel
inferir que os leucécitos (p=-0,489; p=0,001), neutrodfilos (p=-0,483; p=0,001),
plaquetas (p=-0,282; p=0,024) e reticulocitos (p=-0,325; p=0,011) apresentam
correlacdo negativa com a HbF e que a hemoglobina (p=0,350; p=0,005) apresenta
correlacéo positiva com o HbF. A correlacdo nao foi observada nos pacientes que nao
seguem a terapia com o medicamento. A figura 12 ilustra a correlacdo entre as

variaveis com resultado significativo.

Tabela 5: Correlagéo da HbF entre os pacientes com AF em uso de HU e a correlacéo

entre a HbF entre os pacientes com AF que ndo seguem a terapia com HU.

HbF

Parametros Uso de Hidroxiuréia

laboratoriais ) ~
Sim Nao

Rho p Rho p

Leucocitos (/mm3) -0,489 0,001* -0,132 0,699



Neutrdfilos (/mm3)
Hemoglobina (g/dL)
Plaquetas (x103%)

Reticulécitos (x103)

-0,483
0,350
-0,282
-0,325

0,001*
0,005*
0,024*
0,011*

-0,091
-0,241
-0,409
-0,283

59

0,790
0,474
0,212
0,460

Legenda: HbF: Hemoglobina fetal.

Figura 12: Correlacdo entre os niveis de HbF com os leucdcitos (A), neutréfilos (B),

hemoglobina (C), plaguetas (D) e reticuldcitos (E).
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6.3 Dosagem sérica de IL-18 e IFN-y

A dosagem das citocinas IL-18 e IFN-y foi realizada a partir do ensaio de
imunoabsorcao enzimética (ELISA). Foi realizada uma comparacgdo dessas citocinas
entre os grupos AF e o grupo controle (Tabela 6 e figura 13). Os niveis de IL-18 e INF-

y no grupo AF foram mais altos em comparacéo com o grupo controle (p<0,001).

Na tabela, também é apresentada a relacdo dos pacientes com anemia
falciforme em uso ou ndo da terapia com hidroxiureia e a dosagem de IL-18 e INF-y.
A tabela demonstrou que néo foi observada diferenca quanto aos niveis das citocinas

analisadas (p>0,05).

Tabela 6. Relacdo dos niveis de INF-y e IL-18 entre 0s grupos teste (com anemia

falciforme), em uso ou néo da terapia com hidroxiureia e grupo controle.

Grupo N Mediana Amplitude p
AF 85 3441 141.03-1191.8
IL-18 0.001*
Controle 31 189.36 114.15-300.35
AF 85 85.00 36.00-200.00
INF-y 0.001*
Controle 31 33.00 19.00-55.00
Em terapia 141.03-
73 415.97
com HU 5420.49
IL-18 0.649
Sem terapia 141.03-
12 401.72
com HU 896.38
Em terapia
INF-y 73 86.00 42.00- 200.00 0.245

com HU
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Sem terapia
12 65.50 36.00- 125.00

com HU

Legenda: IL-18: Interleucina 18; INF-y: Interferon gama. O teste teste U de Mann-
Whitney foi usado para comparacdo dos dados com distribuicdo ndo paramétrica. A
normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov-Smirnov.

*Valores significativos.

Figura 13. Mediana de IL-18 (a) e INF-y (b) dos pacientes versus controle.
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Ao considerar todos os participantes com AF (com uso ou nédo de HU), a
IL-18 esteve correlacionada com niveis aumentados de leucdcitos (p= 0,260; p=
0,018), neutrdfilos (p= 0,260; p= 0,018), HbS (p= 0,327; p= 0,004) e HbF (p=-0,244;
p= 0,037). Além disso, a correlacdo entre a IL-18 e o HbF & uma correlagéo
inversamente proporcional. Niveis aumentados de INF-y ndo estiveram associados

aos parametros dos exames laboratoriais (tabela 7 e figura 14).

Ainda na tabela 7 também ¢é apresentado a relacdo entre os niveis das
citocinas com o0s parametros laboratoriais de pacientes em uso da terapia
medicamentosa. A tabela mostrou que ha correlagdo positiva entre os niveis de I1L-18
e HbS (p= 0,369; p=0,002) e correlacdo negativa entre os niveis de IL-18 e HbF (p= -
0,246; p=0,050). Além disso, houve também correlacdo negativa entre os niveis de
INF-y com os reticuldcitos (p= -0,281; p=0,020). A figura 15 ilustra a correlacéo entre

as variaveis com resultado significativo.
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Também foi verificada a correlacdo entre os pacientes com AF que nao

usam HU. Os dados da tabela mostram que ha correlacdo positiva entre os niveis de
IL-18 om leucdécitos (p= 0,627; p= 0,032) e neutrofilos (p= 0,895; p= 0,001). A figura
16 mostra essa correlacéo.

Ao considerar todos os participantes do grupo controle, foi verificado que

as citocinas IL-18 e INF-y ndo apresentaram correlacdo com o0s parametros

laboratoriais avaliados.

Tabela 7. Correlacdo entre os niveis de IL-18 e INF-y com

laboratoriais dos participantes do estudo.

dados de exames

Grupo Parémetro§ IL-18 INF-y

hematoldgicoa Rho D Rho D
AF  Leucocitos (/mms) 0.260 0.018* -0.158 0.150
Neutrofilos (/mm3) 0.260 0.018* -0.162 0.142
Hemoglobina (g/dL) -0.054 0.624 -0.054 0.621
Plaquetas (x103) 0.198 0.208 -0.069  0.529
Reticulocitos (x103) 0.226 0.094  -0.210 0.065
Hemoglobina S (%) 0.327 0.004*  -0.109 0.340
Hemoglobina A2 (%) 0.144 0.209 -0.055 0.631
Hemoglobina F (%) -0.244  0.037* 0.099 0.392
Em terapia Leucdcitos (/mms3) 0.226 0.058 -0.175 0.139
comHU  \eutrsfilos (fmme) 0156 0196 -0.165 0.165
Hemoglobina (g/dL) -0.149 0.214 -0.105 0.378
Plaguetas (x10°%) 0.111 0.356 -0.130 0.272
Reticulocitos (x103) 0.175 0.160 -0.281 0.020*
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Hemoglobina S (%) 0.369 0.002*  -0.123 0.322
Hemoglobina A2 (%) 0.189 0.126 -0.072 0.561
Hemoglobina F (%) -0.246  0.050*  0.120 0.336

Sem Leucdcitos (/mms3) 0.627 0.032*  -0.109 0.737
terapia C‘:S Neutréfilos (fmm?) 0.895 0001* -0.091 0,779
Hemoglobina (g/dL) 0.522 0.082 0.042 0.897

Plaquetas (x103) 0.448 0.145 0.280 0.379
Reticulocitos (x103) 0.358 0.310 0.455 0.187
Hemoglobina S (%) -0.145 0.670 -0.191 0.574
Hemoglobina A2 (%) -0.155 0.649 -0.100 0.769
Hemoglobina F (%) 0.100 0.770 -0.036 0.915

Controle Leucdcitos (/mm3) -0.109 0.560 0.140 0.454
Neutrofilos (/mm3) -0.265 0.157 0.249 0.184
Hemoglobina (g/dL) 0.060 0.749 0.131 0.484

Plaquetas (x103) 0.071 0.715 0.049  0.802

Legenda: O teste Rho de Spearman foi usado para a correlagdo entre as variaveis.
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Figura 14: Gréficos com as correlacdes entre a IL-18 com leucocitos (A), neutrofilos
(B), HbS (C) e HbF (D), do grupo AF.
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Figura 15: Graficos com as correlaces entre a IL-18 com a HbS (A) e HbF (B); e

entre o INF-y com os reticuldcitos (C) em dados de pacientes com anemia falciforme

que utilizam a hidroxiureia.
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Figura 16: Graficos com as correlagfes entre a IL-18 com leucdcitos (A) e neutrofilos

(B) em dados de pacientes com anemia falciforme que né&o utilizam a hidroxiureia.
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7 DISCUSSAO

A anemia falciforme tem como caracteristica a apresentacdo de
polimerizacdo da HbS, vaso-oclusdo e disfungdo endotelial mediada por hemdlise,
que juntos geram um processo inflamatério que podem desencadear danos
permanentes de tecidos e 6rgdos dos pacientes portadores (SUNDD; GLADWIN;
NOVELLI, 2019). Apesar de ter sido a primeira doenca molecular a ser identificada,
seus mecanismos fisiopatolégiocos e inflamatérios ainda ndo sdo completamente
entendidos (COSTA; CONRAN, 2016).

A literatura cientifica mostra diversas pesquisas correlacionando a anemia
falciforme com os citocinas, sendo elas do tipo pré inflamatérias (CERQUEIRA et al.,
2011; KEIKHAEI et al., 2013; CARVALHO et al., 2017; CONRAN; BELCHER, 2018;
CONRAN; DE PAULA, 2020; SILVA-JUNIOR et al., 2021; SIRANSY et al., 2023) ou
anti-inflamatérias (ALAGBE et al., 2022). O presente estudo mostrou a relacéo entre
a anemia falciforme com o aumento da IL-18.

Similar a outros estudos feitos no Brasil (SANT'ANA et al., 2017; SANTOS;
MAIA, 2011; FELIX; SOUZA; RIBEIRO, 2010), a maioria dos participantes desta
pesquisa, eram do sexo feminino. O estudo de Ceglie e colaboradores (2019),
abordou um assunto relevante sobre a anemia falciforme envolvendo a variavel sexo.
Suas pesquisas sugerem que o género pode ser um fator importante no progndstico
da doenca. Ao avaliar os prontuarios de criancas com AF em um hospital, eles
verificaram que criancas do sexo masculino apresentaram mais episodios de crises
dolorosas e mais complicag@es clinicas. Uma das razdes pelo qual esse resultado foi
obtido, pode estar associado aos niveis de Oxido nitrico, que sdo maiores em
individuos do sexo feminino (ILESANMI, 2010).

A média da idade dos participantes do presente estudo foi ligeiramente
menor para os individuos do grupo AF comparados com os individuos do grupo
controle. A variavel idade € de grande relevancia para estudos envolvendo a anemia
falciforme, visto que a doenca apresenta altas taxas de mortalidade, e, embora o
prognéstico da doencga tenha melhorado nos ultimos anos, os pacientes ainda sofrem
com a baixa expectativa de vida (LUBECKE et al., 2019). Estima-se que a expectativa
de vida do brasileiro que conviva com a doenca falciforme seja de apenas 32 anos,

enguanto da populacédo em geral, gira em torno de 69 anos (CANCADO, et al., 2023).
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Nos Estados Unidos esses valores sdo maiores. Um estudo mostrou que a
expectativa de vida é de cerca de 54 anos para pessoas com doenca falciforme,
enquanto a expectativa de vida da populacdo em geral € cerca de 76 anos (LUBECKE
et al., 2019). Infeccdes em geral sédo as causas mais comuns de morte decorrentes
da AF (ARDUINI et al., 2017).

Nesse estudo foi considerado trabalhar com pacientes que estivessem em
estado estacionario da doencga, fazendo uso ou ndo da hidroxiureia. Sabe-se que este
€ o principal farmaco para a terapia de individuos com anemia falciforme e esta
associado a melhora das manifestacdes clinicas de um modo geral. Alguns beneficios
da terapia com HU incluem a reducdo de crises de dor, preservacdo da funcéo
esplénica, prevencdo de danos aos o6rgdos e melhora da qualidade de vida
(AGRAWAL et al., 2014). Nesse estudo, a maior parte dos participantes estava em
uso continuo do medicamento ha, pelo menos, quatro anos e outra parte nao fazia
uso.

As contraindicagdes e os efeitos adversos que podem ser desencadeados
pelo uso continuo do farmaco, faz com que algumas pessoas néo utilizem a HU.
Sintomas como dores de cabeca, desconforto abdominal e mudancas dermatolégicas
(queda capilar, hiperpigmentacédo na unha), sdo alguns dos efeitos do uso do
medicamento. Todavia, o efeito limitante mais comum do uso de HU na AF é a
mielossupressdo, com neutropenia e reticulocitopenia. Um acompanhamento do
paciente com monitoramento sanguineo se torna necessario para evitar casos graves
de citopenia (VERMA; LAKKAKULA; LAKKAKULA, 2018).

Embora apresente esses efeitos, o farmaco tem se mostrado seguro por
décadas, sendo usado em criangas, adolescentes e adultos. Iniciar a terapia ainda na
infancia, antes da diminuicdo genética de HbF, apresenta beneficios clinicos e
laboratoriais, além de evitar danos e sequelas aos 6érgdos, gerando uma melhor
qualidade de vida ao usuario (MCGANN et al., 2019).

Episédios de dores agudas provenientes de CVO sdo comuns em
pacientes com anemia falciforme e o tratamento com a HU se mostra eficaz na
reducédo dessas dores (ALBOHASSAN et al.,, 2022). Nesse estudo, verificou-se a
frequéncia da presenca e auséncia de crises dolorosas entre os pacientes com AF
com uso ou nao do farmaco. A frequéncia e o aparecimento das crises foi semelhante
entre os dois grupos. No estudo de Albohassan e colaboradores (2022), os autores

analisaram o impacto da HU na reducao das crises de dor e obtiveram resultados
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diferentes, onde a administracdo de HU esteve associada a reducdo de crises
dolorosas.

Como ja se era esperado, foi observado que os parametros laboratoriais de
pacientes com anemia falciforme foram divergentes em comparagdo com oS
participantes do grupo controle, com diferencas nos valores de leucécitos, hemacias,
Hb, hematdcrito, plaguetas e indices hematimétricos. Resultados semelhantes séo
apontados no estudo de Antwi-Boasiako e equipe (2018).

O aumento de leucdcitos observado é proveniente do processo inflamatorio
caracteristico da anemia falciforme e estéo associados com um pior desfecho clinico.
Niveis elevados de células da linhagem branca causam obstrucdo do Iimen do
endotélio vascular; estimulam a producéo de ligantes endoteliais que séo ativados por
moléculas de adesao, causando danos celulares; formam agregados celulares, ao se
ligar com outros leucécitos, além de hemacias e plaquetas, ocasionando ocluséo e
isquemia no vaso; ativam mediadores inflamatérios como o TNF-a e interleucinas;
além de aumentarem a propenséo do individuo a infecgdes. Dessa forma, o paciente
estara sujeito a apresentar acidente vascular cerebral, sindrome toracica aguda, CVO,
entre outras complicagdes clinicas (YOUSIF, 2022).

Episédios de acidente vascular cerebral, isquemias, troboinflamacdo e
sequestro esplénico, podem estar relacionadas com um aumento das contagens de
plaguetas observadas nos pacientes com AF. Os mecanismos de ativacao plaquetaria
na doenca falciforme, ainda ndo sao esclarecidos, mas, sabe-se que a hemdlise pode
ser um dos fatores que desencadeiam essa ativagdo (CONRAN; DE PAULA, 2020).

A relagcdo neutofilo-linfocito (NLR) é considerada um biomarcador ainda
pouco explorado em estudos envolvendo a AF. Utiliza valores de facil acesso que
podem indicar o grau de inflamacao e o progndstico da doenca. No presente estudo,
pode-se observar que essa relacdo foi menor nos pacientes com a doenca. Nos
estudos de Maharaj e Chang (2023), onde os autores objetivaram determinar o
potencial dessa relacédo em pacientes com DF, foi demosntrado que a NLR foi mais
alta em pacientes com DF associado a infeccGes bacterianas e a relacéo foi menor
em pacientes que apresentavam apenas CVO.

A literatura mostra desfechos favoraveis com o uso de HU no prognéstico
dos pacientes, como valores mais altos de concentracao de Hb, volume celular médio
(VCM), hemoglobina celular média (HCM) e concentracdo de HbF (BORBA; LIMA;
GROTTO, 2003; KEIKHAEI; YOUSEFI; BAHADORAM, 2016; ALBOHASSAN et al.,
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2022). Ao comparar os individuos em uso ou ndo de HU, verificou-se que o VCM e 0
HCM foram maiores, corroborando com os achados de outros autores (SILVA-PINTO
et al., 2013; YAHOUEDEHOU et al., 2019). Borba; Lima e Grotto (2003) sugerem que
o aumento do VCM é proporcional ao aumento de HbF. Nesse estudo, entretanto, ndo
houve diferenca quanto aos niveis de HbF entre participantes em uso ou ndao de HU.

Laurentino (2020), em seu estudo sobre AF, fez um comparativo dos
parametros laboratoriais entre pacientes usuarios e nao usuérios de HU. Foi verificado
que a contagem de leucécitos, plaquetas, reticulécitos e LDH foram mais baixas em
pacientes com a terapia medicamentosa. Ja as pesquisas de Sant’Ana e
colaboradores (2017), mostraram que a HU influenciou no aumento das taxas de
hemoglobina e no hematdcrito dos pacientes. Diversos sdo os beneficios do farmaco
na doencga falciforme, incluindo seu potencial anti-inflamatorio, efetividade e
seguranca bem estabelecida (ALBOHASSAN et al., 2022; MCGANN et al., 2019).

Sabe-se que um dos mecanismos de acéo terapéutica da HU é a sua
capacidade de aumentar os niveis de HbF. Células F com altos niveis de HbF,
escapam do processo fisiopatolégico da doenca, gerando diminuicdo da
polimerizacdo, reducdo dos danos a membrana eritrocitaria, além de diminuir
hemdlise e inflamacdo (YASARA; PREMAWARDHENA; METTANANDA, 2021). No
presente estudo foi observado que a medida que aumentam-se os niveis de HbF,
decorrente do uso de HU, diminuem-se as dosagens de leucdcitos, neutrofilos,
plaguetas e reticuldcitos (correlacdo negativa). Além disso, observou-se uma
correlagdo da HbF como aumento das contagens de plaquetas.

Considerando que a AF é uma doenca inflamatéria, estudos envolvendo o
papel das citocinas pro inflamatérias se mostram relevantes, uma vez que estas
desenvolvem um papel importante na fisiopatologia da doenca, além de estar
correlacionada a piora dos sintomas e desfechos (CONRAN; BELCHER, 2018). Nessa
pesquisa, relacionou-se os niveis de IL-18 e IFN-y em exames laboratoriais de
portadores de anemia falciforme de acordo com o uso ou ndo da HU e estabeleceu-
se os niveis de IL-18 com IFN-y, correlacionando-o0s entre si e com variaveis clinico-
laboratoriais dos pacientes em estudo.

Considerou-se trabalhar com as citocinas IL-18 e IFN-y, visto seu papel
importante no processo inflamatério e fisiopatologico da AF. Embora muitos
mediadores inflamatoérios tenham sido estudados e abordados em pesquisas

envolvendo a doenca, ainda nao esta totalmente esclarecido o processo imunoldgico,
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inflamatorio e o papel como biomarcadores desses mediadores (COSTA; CONRAN,
2016). Alguns estudos prévios ja associaram a IL-18 com a AF (DUARTE et al., 2016;
AZEVEDO et al., 2021; GUPTA et al., 2021; SIRANSY et al., 2023) e o IFN-y com a
AF (ELALFY et al., 2018; KHALIFA et al., 2018; OKONGWU et al., 2018; MAHMOUD
et al., 2020; SILVA-JUNIOR et al., 2021).

Quando comparou-se 0s niveis de IL-18 e IFN-y entre os participantes com
a doenca e sem a doenca, um aumento dos niveis dessas citocinas foi observado.
Esse resultado ja era esperado, visto que essas citocinas tendem a aumentar na AF.
Entretanto, todos os pacientes com AF se encontravam em estado estacionario da
doenca e foram escolhidos conforme os critérios de Ballas, ou seja, esses resultados
mostram que mesmo 0s pacientes estando fora da crise, sem episédio de dores
agudas, por, pelo menos um ano, os pacientes com AF ainda apresentavam maior
concentracdo de mediadores proé-inflamatorios.

Estudos publicados anteriormente, sugerem que 0s niveis de citocinas sao
mais aumentados durante o estado de crise da doenca, e que 0s niveis estdo menores
quando os pacientes se encontram em estado estacionario (SIRANSY et al., 2023).
Costa et al. (2019) compararam os niveis de IL-6 entre mulheres gestantes saudaveis
e mulheres gestantes com anemia falciforme e também encontram um nivel maior da
citocina em pacientes com a doenca.

Siransy e colaboradores (2023) realizaram um estudo sobre as citocinas da
familia IL-1 em pacientes com AF residentes em areas subsaarianas em estado de
crise e em estado estacionario. Os autores mensuraram 0s niveis de 13 citocinas,
sendo 3 da familia da IL-1 (IL-18, IL-18 e IL-33) e as outras 10, citocinas que estao
presentes no processo inflamatério da AF. Os autores verificaram que a IL-33 teve
taxa reduzida durante o estado de crise, outras citocinas (IFN-a2, IFN-g, MCP-1, IL-
12p70 e IL-17A, IL-23) nédo diferiram entre os grupos e que a IL-18 e IL-33 foram mais
altas nos pacientes durante as crises. Adicionalmente, Carvalho et al. (2017)
avaliaram os niveis de citocinas pro-inflamatdrias em participantes saudaveis, em
pacientes com AF em estado estacionario e em pacientes com AF em crise. Os
resultados mostraram que as citocinas IL-1b, IL-6, IL-10 e TNF-a estavam elevadas
em pacientes com AF em estado de crise, e IL-12 e IL-8 estavam aumentadas em
pacientes com AF em crise e em estado estacionario. Na pesquisa de Keikhaei e

equipe (2013), niveis diminuidos de citocinas pro-inflamatdrias foram encontrados em
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pacientes tratados com o HU. Todavia, ao avaliar a influéncia de HU nos niveis de IL-
18 e IFN-y entre os pacientes com AF néo foi observado diferencas.

Os parametros hematodgicos e niveis de IL-18 e IFN-y mostraram
diferencas significativas quando comparadas com o grupo controle. O uso de HU
pareceu nao ter influenciado na maioria dos parametros hematolégicos, exceto nos
valores de VCM e HCM, que mostraram resultados significativos. Ademais, HU
pareceu ndo contribuir para a reducao da ocorréncia e frequéncia de crises de dor,
nem influenciou na reducédo das citocinas pro-inflamatérias (IL-18 e IFN-y) ou levou a
um aumento dos niveis de HbF quando os parametros hematoldgicos foram avaliados
em pacientes com AF.

Considerando que a HU é uma droga cujo mecanismo de a¢do envolve o
aumento dos niveis de HbF (YASARA et al., 2021), a correlacdo entre HbF e outros
parametros hematologicos foi avalidada. Apesar da HU néo ter influenciado no
aumento dos niveis de HbF, seu uso influenciou a correlacdo negativa entre os niveis
de HbF com leucdcitos, neutrofilos, plaquetas e reticulocitos, bem como uma
correlacéo positiva entre os niveis de HbF e hemoglobina.

Adicionalmente, niveis elevados de leucocitos e neutrofilos foram
associados com aumento dos niveis de IL-18, enquanto niveis reduzidos de HbF
correlacionaram-se com aumento de IL-18. Além disso, 0 aumento da polimerizagcédo
da hemoglobina (HbS) influenciou o aumento dos niveis de IL-18, mesmo em
pacientes submetidos ao tratamento com HU. Esses resultados sdo particularmente
relevantes, uma vez que a AF é a doenca hematologica mais frequente em todo o
mundo (PINTO et al., 2019).

O fendbmeno inflamatorio se manifesta por meio de multiplas interacdes
entre células, tais como neutréfilos, mondcitos, plaquetas e hemacias, que
desempenham papéis fundamentais na patogénese dessa condi¢do (SILVA-JUNIOR
et al., 2021). Ao considerar todos os participantes com AF do estudo (com uso ou nao
de HU), é possivel demonstrar que houve uma associacao entre I1L-18 e leucécitos e
neutréfilos no grupo dos pacientes com anemia falciforme. Sabe-se que contagens
aumentadas de leucécitos estdo associadas com o piora da gravidade clinica da
doenca. Investigacbes em modelos animais revelaram que a aderéncia de leucécitos
e neutrofilos a parede do vaso sanguineo pode impulsionar o recrutamento
subsequente de glébulos vermelhos, desencadeando, por consequéncia, o0 inicio do

processo vaso-oclusivo (DOMINICAL et al., 2014).
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Além da associacdo entre a IL-18 com as células da linhagem sanguinea,
0 estudo também apontou uma possivel relacdo de aumento da citocina com os niveis
de HbS e HbF, onde um aumento de IL-18 esteve associado a um aumento de HbS
(correlacdo positiva) e a uma diminuicdo de HbF (correlacdo negativa). Niveis
elevados de HbS e diminuidos de HbF estdo correlacionados também com a piora do
guadro dos pacientes com anemia falciforme e desempenham um papel significativo
no aumento da morbidade e mortalidade da doenca (CHAMOUINE et al., 2020). De
fato, o aumento de HbF traz beneficios para os pacientes com anemia falciforme e é
importante pela capacidade que tem em evitar que a célula adquira o formato tipico
de foice. Entretanto, de acordo com um estudo realizado por Chamouine e
colaboradores (2020), niveis aumentados de HbF estavam associados com maior
risco de desenvolvimento de vasculopatia cerebral em criancas. Os autores atribuiram
0 risco ao fato de que as criangas apresentaram menos episodios de vaso-ocluséo e
consequentemente foram hospitalizados com menor frequéncia, como resultado, o
risco de desenvolvimento de vasculopatia cerebral silenciosa foi aumentado. Este é
um dos poucos estudos que fazem associacao negativa entre o aumento de HbF e a
anemia falciforme.

Correlagbes entre a IL-18 e outros marcadores hemoliticos foram
caracterizados por outros autores. Cerqueira et al. (2011) mostraram que a citocina
apresenta correlagcéo positiva com o aumento de LDH além de uma correlagéo positiva
com o0 aumento dos niveis de acido Urico e que essa correlacdo pode estar
relacionada a uma ativacdo do complexo inflamassoma e outros mecanismos
oxidativos.

Ja o INF-y ndo apresentou associagcao entre os parametros laboratoriais ao
considerar todos os pacientes com a doenca. Sendo a IL-18 um indutor de INF-y,
esperava-se que também houvesse essa correlacdo. Esse achado estéa alinhado com
pesquisas anteriores que observaram niveis elevados de IL-18 sem um aumento
correspondente de IFN-y (TURTSEVICH et al., 2024)

Levando em consideracdo apenas 0s pacientes que fazem uso de
hidroxiureia no presente estudo, é possivel observar que 0s resultados sugerem que
quanto maior o nivel de IL-18, maiores sdo os niveis de HbS e menores sado os niveis
de HbF. Estes resultados foram semelhantes aos resultados anteriores, onde levou-

se em consideracdo todos os pacientes do estudo. Entretanto, quando € realizada a
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comparacao apenas com 0s pacientes que ndo fazem uso do farmaco, ndo ha
correlacdo entre as citocinas estudadas com a HbS ou HbF.

Juntos, os resultados do presente trabalho fornecem informagdes valiosas
sobre o perfil inflamatério de pacientes com AF e sugerem que a IL-18 pode influenciar
nos resultados do hemograma e nos niveis de HbF dos pacientes com a doenca,
podendo ser utilizado como um marcador para o processo inflamatério envolvido.
Muitos estudos ainda s@o necesséarios para a elucidacdo de todo o processo da
inflamacéo na doenca, e a presente pesquisa pode servir como fonte de investigagcao
para pesquisas posteriores envolvendo a IL-18 e o INF-y.

Algumas limitacbes para a realizacdo do trabalho foi o numero de
participantes, que pode gerar limitagbes na generalizacdo dos resultados. Mas
levando em consideracdo que a pesquisa foi realizada em um centro de hematologia
que é referéncia no Nordeste e que todos os pacientes da macrorregido passaram ou
passam por |4, o presente estudo mostrou como € a realidade da doenca. Ademais,
séo necessarios estudos adicionais, com amostras maiores e abordagem longitudinal,
para aprofundar a compreenséo do impacto das citocinas no perfil laboratorial e clinico
desses pacientes e validar o uso da IL-18 como possivel biomarcador inflamatério na

pratica clinica.
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8 CONCLUSAO

O estudo concluiu que houve associacédo entre elevacdo da IL-18 e os
parametros hematolégicos, com elevacédo dos leucécitos, neutréfilos e HbS. De forma
contraria, foi vista uma correlacdo negativa entre a elevacédo da interleucina com a
HbF e ndo foram relacionadas associacdes dos parametros com as elevacdes do IFN-
y. Como achado incidental, verificou-se, ao contrario do preconizado pela literatura,
que nao houve influéncia do uso da HU sobre os resultados. Esses achados
contribuem para a compreensédo da resposta inflamatoria sistémica e podem auxiliar

na estratificacdo clinica dos pacientes com AF.
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