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RESUMO

A anemia falciforme (A.F.) ¢ uma doenca hereditaria causada por um ponto de mutagao
na cadeia da B-globina que resulta na substituicdo do acido glutamico pela valina na posig¢ao 6
do gene (HBB; glu(E)6 val(A); GAG-GTG; rs334). A anormalidade simbolo da A.F. ¢ a
agregacao e polimerizagdo da hemoglobina S desoxigenada. Isto resulta numa drastica
mudanca na solubilidade da hemoglobina que leva assumir a forma de foice, responsavel por
crises vaso oclusivas recorrentes acompanhadas de dor, que resultam em lesdes cronicas em
orgaos e tecidos Apesar de ser uma doenca monogénica, portadores de anemia falciforme tem
uma substancial variedade fenotipica no qual individuos com o mesmo genotipos apresentam
diferentes graus de gravidade. Varios polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) nos genes
que codificam as citocinas (IL) e os inflamossomas (NLRPs) podem levar a alteragdes
funcionais na regulagado transcripcional. Alguns SNPs do NLRP3 levam a produgdo excessiva
de IL-1B que pode causar impacto negativo em diversas doencas. Especificamente, IL-18 E
IL-18 sdo importantes na resposta inflamatoria aguda e seus SNPs tem sido considerados
como preditores de progndstico em varias condi¢des inflamatérias. Nosso estudo tem como
objetivo avaliar a frequéncia dos SNP’s no gene dos inflamossomas NLRP1 ¢ NLRP3 e nos
genes das IL-18 e IL-18 e sua associagao com os perfis clinicos de gravidade em individuos
portadores de anemia falciforme. E um estudo descritivo transversal envolvendo 21 pacientes
portadores de anemia falciforme (grupo de casos) e 50 individuos sadios (grupo de controles).
Os SNPs dos genes das IL-18 (rs187238) e IL-18 (rs16944) foram identificados pela técnica
de RFLP-PCR. Os SNPS dos genes dos inflamossomas NLRP1 (rs12150220; rs2670660) e
NLRP3(rs10754558; rs35829419) foram identificados pela técnica de PCR em tempo real
(qPCR). A associagdo entre esse SNPs e os fenotipos de gravidade clinica dos individuos
portadores de anemia falciforme foram determinados. Ndo houve associacdo dos
polimorfismos dos genes dos inflamossomas NLRP1 e NLRP3 com individuos
portadores de anemia falciforme em nosso grupo de estudo, assim como ndao houve
associacdo desses com os polimorfismos dos genes das Interleucinas IL-113 e [L-18 com
os fenétipos de gravidades em individuos portadores de anemia falciforme. Em
conjunto, os dados aqui apresentados constituem na afirmacao de que apesar da anemia
falciforme ser uma doenca de carater inflamatorio crénico, s6 os polimorfismos de genes
que influenciam na resposta imune ndo suficientes para alterar o curso da gravidade da

apresentacao clinica.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is a hereditary blood disorder cause by a point muta- tion in
the B-globin chain of hemoglobin (HBB; glu(E)6 val(A); GAG- GTG; rs334). The hallmark
abnormality of sickle cell anemia (SCA) is the polymerization of deoxygenated hemoglobin S
and aggregation into fibers. This causes drastic change in hemoglobin solubility that leads to
heterogeneities in cell shape and density, hemolysis, higher risk of infections and recurrent
vaso-occlusive crisis (VOC) with pain, which result in chronic organ damage. Despite being a
monogenic disease, patients with SCA have a substantial phenotypic variability. Several
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in cytokine and inflammasome genes could lead to
functional alterations in the transcriptional regulation. Some SNPs in NLRP3 inflammasome
could lead at increase of its production causing negative outcomes in diseases. Our study
therefore aimed at evaluating SNPs IL-163, IL-18, NLRP1 and NLR3 genes frequency and
their association with clinical severity in SCA patients. It’s a transversal-descriptive study
involved 21 SCA patients and 50 age, sex and ethnicity-matched healthy individuals. The
SNPs were identified by PCR-RFLP for IL-18 (rs187238) and IL-18 (rs16944) genes. The
SNPs were identified by Real Time PCR (qPCR) for NLRP1 (rs12150220; rs2670660) and
NLRP3(rs10754558; 1s35829419) inflammasome genes. Associations between these SNPs
and the clinical severity profiles of patients with SCA were then determined. The SNP of
NLRP1 and NLRP3 inflammasome genes was not associated with SCA patients. In the same
way, The SNP of these inflammasome the SNP’s of IL-18 and IL-18 genes was not associated
with clinical severity in SCA patients. Thus, our work provides evidence that despite SCA
being a chronic inflammatory disease, only genes polymorphisms are not enough to change

the outcome of this disease.
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1- INTRODUCAO

1.1- Perspectiva Historica da Anemia Falciforme

A primeira descricdo da literatura médica de uma caso de anemia falciforme, em 1910,
deve-se a observacdo de eritrocitos alongados no esfregago sanguineo de Walter Clement
Noel, jovem negro, originario de Granada (Indias Orientais), estudante do primeiro ano do
Chicago College of Dental Surgery, admitido no Presbyteriam Hospital com sintomas
pulmonares, cardiomegalia, albumintria, adenopatia generalizada e ictericia, além de grave
anemia."’ No entanto, muito mais dos que os sintomas marcantes que estavam pondo em risco
a vida do paciente, o que chamou a aten¢do do Dr. James B. Herrick, médico responsavel pelo
paciente, foram as formas estranhas em que se apresentavam os eritrocitos deste paciente as
quais foram alcunhadas, pelo proprio médico e autor do artigo cientifico, de “hemaécias em
forma de foice - figura 1. Dados os sintomas do paciente descritos pelo médico, este nio
tinha certeza, naquela época, se as condigdes hematoldgicas do paciente tratavam-se de uma
doenca sui generis ou manifestacdes clinicas de uma outra doenca. Nos 15 anos seguintes a
publicacao do artigo cientifico, varios outros casos similares foram descritos, dando suporte a
ideia de que se tratava de uma nova entidade, fornecendo evidéncias suficientes aos

pesquisadores para uma descri¢do preliminar clinica e patologica.

" \NO
bo 990¢
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-
‘ ’

Figura 1 - Eritrocitos falcémicos
observados no sangue periférico
do paciente Walter Clement Noel
Fonte: Herrick JB (1910).
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Em 1927, Hahn e Gillespie sugeriram que fenomeno da falcizacdo poderia ser
dependente da tensdao de oxigé€nio. Estes pesquisadores demonstraram em um excelente
experimento in vitro que mudancas na forma eritrocitaria poderiam ser induzidas saturando
uma suspensdo celular com didxido de carbono.”) Essa sugestdo foi aceita por Scriver e
Waugh em 1930, que provaram este conceito induzindo uma estase venosa em uma
extremidade do paciente, mais precisamente o dedo, usando uma liga elastica. Eles
mostraram que a hipoxia induzida pela estase aumentava dramaticamente a propor¢ao de

eritrocitos em forma de foice de aproximadamente 15% para mais de 95%.

Como base nestes estudos originais, em 1945, Linus Pauling foi o primeiro a postular
a hipotese de que a doenca poderia ser originada de uma anormalidade na molécula da
hemoglobina. Esta hipotese foi validada por ele mesmo em 1949, pela demonstragao do
diferencial de migra¢ao da hemoglobina falcémica em relacdo a hemoglobina normal por

meio da técnica de eletroforese de gel. ©'©

Nos anos de 1949 a 1951 em dois estudos separados, Neel J.V. e Beet E.A. elucidaram
a heranca autossOmica recessiva da doenga falciforme, no qual mostram que o estado
heterozigoto do gene falcémico ndo apresentam significantes sintomas versus o estado

homozigdtico do gene falcémico em individuos notadamente sintomaticos.”

Watson e colaboradores (1948) postularam que a presenca da hemoglobina fetal (HbF)
prolonga o inicio da falcizagdo em recém-nascidos. Hoje sabe-se que a presenga de HbF no

sangue é um dos fatores que diminuem as crises falcémicas em pacientes adultos.®

Finalmente, em 1958, Ingram V.M. demonstrou a diferenca na sequéncia de
aminoacido em uma parte da cadeia polipeptidica da hemoglobina, conferindo assim o termo
hemoglobina S (HbS), a hemoglobina mutante, diferente da Hemoglobina A ( HbA) , a

hemoglobina normal. ©

Desde entdo, houve uma rapida expansdo de informagao sobre a doenga falciforme,

porém ha muito para ser explorado.
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PERSPECTIVA HISTORICA DA DOENCA FALCIFORME
Neel J.V. & Beet E.A.
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Figura 2 - Linha do tempo da evolugdo do conhecimento cientifico sobre a doenca
falciforme.

Fonte: Frenette PS, Atweh GF (2007)

1.2- Epidemiologia da Doenca Falciforme

A doenga falciforme (DF) ¢ uma alteracdo genética caracterizada por um tipo de
hemoglobina mutante designada de hemoglobina S (Hb S), que provoca distor¢do nos
eritrocitos, fazendo-os tornar a forma de “foice” ou de “meia-lua”. A expressdao doenca
falciforme define as hemoglobinopatias nas quais pelo menos uma das hemoglobinas
mutantes é a Hb S. E chamado de portador de anemia falciforme, o paciente que a presenta o
gene da hemoglobina S em homozigose (cuja representacdo ¢ Hb SS), e portador do trago
falcémico o individuo que apresenta a combinacdo do gene da hemoglobina S, em

heterozigose, com a hemoglobina normal Hb A (representacio: Hb AS).!'?

Existe também a expressao clinica e patologica caso o gene da Hb S se apresente em
qualquer heterozigose mista. Nesta condi¢do, a combinacdo do gene da Hb S com genes
determinantes de variantes da hemoglobina como a hemoglobina C (Hb C) , a hemoglobina
D (Hb D) ou de hemoglobinas anomalas causadoras de outras formas de anemia hereditaria
tipo a talassemia alfa ou beta, teremos o que se denomina doenga falciforme SC (cuja
representacao ¢ Hb SC), doenga falciforme SD (Hb SD), doenca falciforme com talassemia
alfa ou beta (Hb S-talassemia a ou B) com sintomatologia semelhante ou mais grave a da

anemia falciforme. !V
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Com base em publicagdes da Organizacdo Mundial de Satde (OMS- Bulletin of the
World Health Organization, 2001, 79: 704-712), acredita-se que, mundialmente, 270 milhdes
de pessoas possuam genes que determinam a presenca de Hb anormais. Estima-se que 300 a
400 mil criancas nascidas vivas apresentam anemia falciforme ou alguma forma de talassemia

grave. %

A AF surgiu no continente africano e sua mutacao genética teve sua origem em um evento
micro-evolutivo que ocorreu a milhares de anos como consequéncia de um processo seletivo
entre algumas populacdes humanas e o protozoario causador da malaria (Plasmodium
falciparum) P A sele¢io natural favoreceu os individuos que possuiam a mutacio em sua
hemoglobina (representada por Hb S), em detrimento da hemoglobina considerada normal
(representada por Hb A). Os individuos heterozigotos (Hb AS), sdo mais resistentes a
infeccdo pelo Plasmodium e desenvolvem a forma mais branda da doenga, que permite a
sobrevivéncia de um maior nimero de individuos. A medida que o evento de fluxo génico
entre as populacdes ocorria — como ainda ocorre -, em algumas geracgodes, os heterozigotos
(AS) geravam descendentes homozigotos (SS), herdando um alelo Hb S do pai, outro da mae,

e outros heterozigotos, segundo propor¢des Mendelianas. )

A doenca chegou nas Américas através do trafico negreiro e posteriormente dispersou-

se pela miscigenagdo entre diversos grupos humanos no continente ao longo do tempo."'¥

No Brasil, do mesmo modo, a dispersao da doenca ocorreu devido a introdugdo de
inimeras tribos africanas que vieram para realizarem trabalho escravo nas industrias de cana
de acucar do Nordeste e, posteriormente, para a extragdo de metais preciosos em Minas
Gerais. A partir da abolicdo da escravatura, o fluxo migratério se expandiu para varias regides

do pais e assim ocorreu o inicio do que Ruiz ¥

chama de miscigenagao racial, favorecendo a
dispersdo desses genes anormais da Hb S, fazendo da doenga falciforme a doenca hereditaria
monogénica mais comum do Brasil."'® As prevaléncias referentes a doenca falciforme em
diferentes regides brasileiras permitem estimar a existéncia de mais de 2 milhdes de
portadores do gene da Hb S e mais de 8 mil afetados com a forma homozigética (Hb SS).!'” A
anemia falciforme chega a acometer 0,1 a 0,3% da populagio negroide.'™'” Dados dos
programas estaduais de triagem neonatal mostram que no Estado da Bahia, a incidéncia de DF

¢ de 1:650, enquanto a do traco falciforme ¢ de 1:17. No Rio de Janeiro, 1:1300 para a doenga
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e 1:20 de trago. Em minas Gerais, € na propor¢ao de 1:1400 com doenga e de 1:30 com trago

falciforme. ?%

Na Amazonia, segundo Pante de Souza et al. (1998), a ocorréncia do gene da Hb S
também esta relacionada ao processo de migragao de escravos desde meados do século XVIII,
resultante do trafico inter-regional de negros provenientes de outras regides como o Nordeste.
Pesquisas recentes “" sobre a frequéncia de haplotipos em diferentes municipios e Estados do
Brasil, mostra que, na cidade de Belém-PA a maior frequéncia do gene S tem provavel
origem do grupo etno-linguistico Banto (Africa Subsaariana), com cerca de 66,7% dos
haplotipos, seguida por uma por¢do provenientes de Benin (Africa Ocidental), com 30%, e

outra do Senegal (Costa Oeste da Africa), com 3,3% de frequéncia génica.

A letalidade da DF ¢ de 80% em criancas com menos de 5 anos de idade que ndo
recebem os cuidados de saide necessarios decorrentes de complicagdes relacionadas
diretamente a doenca e que ndo utilizam do uso sistemdatico do programa vacinal, associado
ao uso da penicilina profilatica."” Sendo assim, em virtude da prevaléncia e da mortalidade

que se apresenta, a DF tem sido apontada como uma questéo de satde publica. *?

1.3- As Hemoglobinopatias

1.3.1- A Molécula de Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) humana ¢ uma proteina presente no interior dos eritrocitos que tem
como principal func¢do o transporte de gases como o oxigénio (0;), o mondxido de carbono
(CO) e o0 Oxido Nitrico (NO) os quais possuem importantes papeis bioldgicos. Sua estrutura ¢
de uma proteina globular, formada por quatro subunidades, compostas de dois pares de
cadeias globinicas, polipeptidicas, sendo um par denominado de cadeias tipo alfa (alfa-a e
zeta-E) e o outro de cadeias do tipo ndo-alfa (beta-f3, delta-0 gama-y e épsilon-¢) (Figura 3).
Cada cadeia globinica estd quimicamente unida a um grupo prostético de ferro,
ferroprotorfirina IX (heme), o qual se liga reversivelmente ao 0,, conferindo a molécula a

propriedade de receber, ligar e/ou liberar o oxigénio para tecidos. **
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Figura 3 - A molécula de hemoglobina
A Hb ¢é uma molécula tetramétrica de 574

aminoacidos. Nos adultos, a Hb normal (HbA) ¢
composta por duas globinas tipo alfa (a) e duas tipo
beta () de formato globular, além dos grupos heme,
que sdo compostos por um anel porfirinico no qual se
acomoda o atomo central de ferro.

Fonte: Claiborn K. (2010)

1.3.2— A Producao das Cadeias Globinicas

A origem das cadeias globinicas ¢ regulada por agrupamentos (clusters) de genes nos
cromossomos 11 e 16, na ordem cronologica em que sdo expressos (sentido 5> 3%)
dependendo de qual dos trés periodos de desenvolvimento se encontra o ser humano
(periodos estes: embrionario, fetal e adulto) (Figura 4). No brago curto do cromossomo 16,
em um seguimento de DNA de 35 kb, localizam-se os genes zeta (§), que codificam a cadeia
€ globinica, dois pseudogenes, (YE) e (Ya), ¢ os genes alfa 1 (al) e alfa 2 (a2), que no ser
humano, estdo duplicados, devendo-se este fato provavelmente a duplicagdo génica no
decorrer do processo evolutivo. Estes genes duplos sdo responsaveis pela codificacdo das
cadeias globinicas alfa. No cromossomo 11 localiza-se o complexo dos genes beta, com uma
extensdo superior a 640kb, onde se observam, no sentido 5’ 3, os genes épsilon-g, gama

glicina-y“ , gama adenina-y" , um pseudogene (yp), e os genes delta-d e beta-p. *» @G
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No periodo embrionario, até o 3° més do inicio da evolugdo gestacional, os genes € € ¢
sdo de inicio primariamente expressos no saco vitelinico, regido para-aortica, € em seguida no
figado, cuja combinagdo resulta na formagdo de hemoglobinas Gower-1 (E2¢2), Gower-2
(a2¢2) e Portland ( £2y2). Em seguida h4 a expressdo dos 2 a-genes e do 2 y-genes (y© v™)
que combinam para formar a hemoglobina fetal (HbF — a2y2) que prepondera durante toda a
vida intrauterina decaindo logo ap6s os primeiros seis meses de vida. Ainda no periodo fetal,
mais precisamente por volta da 25" semana da gestacdo, ha a produ¢do das cadeias delta (8)
que combinadas com as cadeias alfa, resulta na hemoglobina A2 (HbA2). As concentragdes
de HbA2 mantem-se reduzidas até o nascimento, aumentando lentamente e estabilizam-se por
volta do sexto més de vida. Ao nascimento, embora os genes das cadeias alfa permanecam
bastante ativas, os genes das cadeias gama deixam de ser ativos dando lugar a sintese dos
genes da cadeia beta (8 e 53), cuja combinagao resulta na hemoglobina A (HbA). No adulto o
fendtipo de HbA e HbA2 sdao predominantes. Em alguns casos, a expressdao da gama-globina
persiste em células eritrocitarias em adultos. Esse estado assintomdtico ¢ conhecido como

Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal( sigla em inglé€s: HPFH) (figura 5 ¢ Quadro
1)‘(23)(26)(27)

Nos eritrocitos de adultos normais, a HbA (a2f32) responde por aproximadamente 97%

das proteinas presentes na molécula, a HbA, (0282) por 2% , e a HBbF (a2y2) por 1%.2°

1.3.3— A Hemoglobina S

A célula falcémica (hemoglobina S — onde a letra S deriva da palavra inglesa sickle, que
em portugués se traduz como foice) € originada por uma mutacao pontual do codon GAG da
sexta posicao do gene da cadeia beta, no brago curto do cromossomo 11, no qual ocorre a
troca de uma adenina por uma timina levando a sintese de uma valina ao invés do &cido
glutdmico na cadeia polipeptidica (Figura 6). A hemoglobina mutante (c2/f°2) possui
propriedades fisico-quimicas bastante diferentes da hemoglobina normal devida a perda de
duas cargas elétricas por molécula de hemoglobina (por causa da perda do acido glutamico).
Isso leva a propensao de formar polimeros quando a hemoglobina estd desoxigenada e quando
encontra-se em altas concentragdes intracelulares, além da presenca ou auséncia da
hemoglobina fetal (HbF). Como consequéncia da formagao dos polimeros, o eritrécito sofre
deformacao e enrijecimento de sua membrana celular, levando a seu formato de eritrocito em

forma de foice. ®¥¥
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Figura 4 - Organizagdo cromossémica dos
grupamentos génicos das cadeias a e § globinas.

(A) Os genes dos grupamentos beta-globina (g, Gy, Ay, 0
e ) estdo presentes no cromossomo 11 na mesma ordem
que eles sdo expressos durante o desenvolvimento. (B)
Os genes dos grupamentos o-globina (&, al e a2) estdo
presentes no cromossomo 16 na mesma ordem que eles
sdo expressos durante o desenvolvimento. (C) Durante a
vida fetal, Hb F (a2y2) é o tipo predominante de
hemoglobina. “Hemoglobin switching”, na qual a palavra
inglesa neste contexto se traduz por mudanca, refere-se
ao processo de desenvolvimento que leva ao
silenciamento da expressdo genética da cadeia y-globina
e a reciproca ativacdo da expressdo genética da [B-globina
adulta. Isso resulta na substituicdo do HbF pelo HbA
(a2p2) o qual é a hemoglobina predominante na vida
adulta.

Fonte: Frenette PS, Atweh GF (2007)
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Também s3o mostrados os principais locais de eritropoese e tipos de

conteudos da hemoglobina durante este periodo. Estas analises sdo
amplamente baseadas em observagdes de amostras clinicas feitas por
Huehns et al nos anos de 1960.

Fonte: Schechter AN (200

Quadro 1 — Representagdo dos diferentes tipos de hemoglobina de acordo com seu
principal periodo de producao e composicao de cadeia globinica

Tipo de hemoglobina Periodo preponderante de sintese Cadeias globinicas
Gower-1 Embrido/até o 3° més de gestagio E2¢2

Portland Embrido/até o 3° més de gestacdo g2y2

Gower-2 Embrido/até o 3° més de gestagdo g2y2

Hb Fetal Feto/até o0 6° més de gestagdo a2y2

HbA2 Feto/vida adulta 0282

HbA Vida adulta a2p2

Fonte: Neto G de G, Pitombeira M da S (2003)
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Figura 6- A molécula da hemoglobina responsavel pela

hemoglobina normal e mutante.
Fonte: Adapta de Neto G de G, Pitombeira M da S (2003)
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1.4- Fisiopatologia da Anemia Falciforme

1.4.1- O Mecanismo de Falcizacao

No processo de desoxigenacdo, o qual ocorre quando o eritrocito alcanca a
microcirculacao, a molécula de Hb sofre uma modificacao da sua conformag¢ao molecular. Na
hemoglobina mutante HbS, a troca da 4cido glutdmico hidrofilico na posi¢ao 6 da cadeia da
beta-globina pelo residuo de valina hidrofobico faz com que este ultimo estabeleca interagdes
com outros residuos também hidrofobicos dentro da cadeia de 3-globina de outra deoxy-HbS
molécula adjacente. O aminoacido valina interage com o receptor fenilalanina (b-85) e
leucina (b-88) e essa interacdao de natureza hidrofébica desencadeia a formacgao de polimeros,
compostos por 14 fibras de dexosiemoglobinas, enoveladas entre si, num processo
denominado nucleagdo, que progride com o alongamento e alinhamento de mais fibras,
criando uma estrutura multipolimétrica, na forma de um eixo axial no interior da célula. O
polimero se forma e se estende em fibras helicoidais, se agrupando lado a lado, enrijecendo-se
— (Figura 7). Este processo necessita de um determinado tempo para ser iniciado, sendo que
este tempo, que dura da desoxigenagdo até a formacao do polimero, ¢ denominado de tempo
de atraso (“delay time”), o qual ¢ inversamente proporcional a concentragdo intracelular de
HbS. Esta criado assim o mecanismo de transformacao da classica forma de eritrocito em uma

nova estrutura celular em forma de foice. **

a-chain

:ESS deoxy-HbS polymer

Figura 7 - Mecanismo fisiopatoldgico basico da doenga falciforme: a
polimerizacdo da deoxy-HDbS.

No estado de baixa tensdo do oxigénio, a deoxy-HbS polimeriza-se ¢
organiza-se em uma longa fibra que deforma, enrijece e fragiliza o eritrdcito.
Fonte: Odiévre M-H, Verger E, Silva-Pinto AC, Elion J. (2011)
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A formagao destas longas fibras de polimeros desencadeiam uma cascata de varias outras
anormalidades celulares o qual participam na sua totalidade no mecanismo fisiopatoldgico
(Figura 8). A membrana do eritrocito possui varios canais de transporte de ions para manter a
hidratacdo celular. Esta disfungdao da homeostase ¢ resultante da ativacdo de alguns canais
10nicos, tal como os mais importantes, os canais de co-transporte de ions de potassio e cloro
(sistema de co-transporte de K-Cl ) e o canal K-Ca dependente (também conhecido como
canal de Gardos). O primeiro, quando ativado, permite que o K™ e o CI” deixem a célula,
seguidos pela dgua, o que resulta em desidratacao. O eritrocito desidratado, por sua vez, pelo
aumento da concentracdo intracelular da HbS, favorece a deoxy-HbS polimerizacao. O canal
de Gardos ¢ um canal de efluxo de K", ativado pelo aumento intracelular de Ca™" decorrente
da falcizacdo e da desoxigenagdo dos eritrocitos. Como ocorre no sistema K-Cl, a saida de K"
¢ seguida pelo efluxo de agua, desidratacao celular e aumento da concentragdo interna de
HbS. Esta mudanga estrutural e funcional da HbS segue-se com a formagao de concentrados
de hemicromos no lado interno da membrana juntamente com proteinas do citoesqueleto, em
particular, proteinas da banda 3. Este processo vem juntamente com a perda do heme a com a
liberagdo do Fe3", o qual promove a existéncia de um microambiente oxidante. A assimetria
normal da membrana fosfolipidica ¢ quebrada com a exposi¢ao de fosfatidilserina anidnica na
superficie celular. A IgG anti-banda 3 acumulada sobre os agregados de proteinas da banda3
induzem eritrofagocitose por macrofagos. Finalmente, todas estas mudancas na membrana

d3o origem a produgio de microparticulas.®”

microparticules
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Figura 8 - Alteragdes na membrana da célula falcémica.
A formagdo de polimeros na deoxy-HbS desencadeia
uma série de mudangas na membrana eritrocitaria.
Canais i6nicos sdo afetados e esta anormalidade em suas
funcgdes sdo responsaveis por desidratacdo celular que,
num circulo vicioso, favorece a polimerizagdo da
deoxy-HDbS.

Fonte: Odievre M-H, Verger E, Silva-Pinto AC, Elion J. (2011)



27

1.4.2- Aumento da Adesao Celular ao Endotélio Vascular

As células endoteliais ativadas expressam moléculas como VCAM-1 (vascular-cell
adhesion molecule) e ICAM-1 (intercelular adhesion molecule 1), facilitam a adesdo de
células sanguineas ao endotélio. As hemacias falcizadas sdo mais aderentes ao endotélio
vascular e as proteinas da matriz extracelular do que as hemacias normais. Essa adesdao dos
eritrocitos ao endotélio vascular ¢ provavelmente o mecanismo primario pelo qual as
alteragdes moleculares que ocorrem nas hemacias sao transmitidas aos tecidos. Essa adesao
pode causar obstrucao e hipoxia local com agravamentos da falciza¢dao , a0 mesmo tempo que
desencadeia os fenomenos inflamatérios com a mobilizagao de células inflamatoria agudas
(granuldcitos) e cronicas (mondcitos), que serdo mais intensos se houver necrose dos tecidos.
Também ha alteragdes da coagulacdao sanguinea e alteragdes no metabolismo do 6xido nitrico
(NO). Os eritrocitos falciformes expressam maior numero de moléculas de adesao (PS,
CD36, CD47, CD49d e BCAM/LU) na superficie externa da membrana celular do que dos
eritrocitos normais (Quadro 2). Essas moléculas favorecem a interagdo com o endotélio e com
outras células, propagando o processo de vaso-oclusao (VO). Algumas dessas moléculas
(CD36 e CD49d) estao expressas somente nos reticulocitos. Como essas células jovens sao
mais aderentes e estdo presentes em maior nimero nesses pacientes, eles desempenham papel
importante no fendmeno vaso-oclusivo. ¢! ©?

Os neutrofilos ativados expressam CD64, integrinas (orf2 € ampz), receptor da
trombospondina (CD36), moléculas de adesdo leucocito-endotélio (L-selectinas) e leucocitos-
plaquetas [ligante da P-selectina (PSGL-1)], que favorecem a adesao ao endotélio, recrutam
plaquetas e outros neutréfilos para o sitio de inflamagao, além de secretarem H,O, que lesa o
endotélio vascular. As plaquetas ativadas dos pacientes com doenca falciforme expressam
maior quantidade de P-selectina (CD62p), que favorece a ligagdo do endotélio e com
neutrdfilos via PSGL-1 e de ayfs (CD61) receptor da vitronectina. A ativagdo plaquetaria
também aumenta a afinidade da GP1b-IX-V pelo fator de von Willebrand e da GPIIb-IIla

pelo fribrinogénio.*?
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Quadro 2 - Moléculas de adesdo envolvidas na fisiopatologia
da doengas falciforme

Moléculas de adesao Ligante
Fator de von Willebrand GPIb, avf;
CD36 Trombospondina
CD47 ovPs
P VCAM-1, fibronectina
BCAM/Lu Lamina (ECM
Fosfadilserina ovps

Fonte: Zago MA, Pinto ACS (2007)

1.5- Manifestacdes Clinicas da Anemia Falciforme

4

A mais comum e precoce manifestagdo clinica da anemia falciforme ¢ a dor aguda
ocasionada pelos fendmenos de vaso-oclusdo. Metade dos pacientes apresentam estas crises
por volta dos 5 anos de idade. A dor ¢ geralmente descrita como uma dor 6ssea embora pode
envolver qualquer oOrgdo do corpo. Em adolescentes, as crises vaso-oclusivas mais
comumente se manifestam como dactilite, um inchaco geral na parte distal de maos e pés,
juntamente com uma inflamag¢do que envolve as articulagdes dos dedos desses membros.
Outros problemas na doenca falciforme incluem osteomielite, osteonecrose, infarto esplénico,
sequestro esplénico, sindrome toracica aguda, acidentes vasculares cerebrais (AVC’s),
necrose papilar e insuficiéncia renal. Faremos uma abordagem das manifestacdes clinicas

com énfase nos principais 6rgaos afetados pela doenga. (34)

1.5.1- No Pulmio

O acometimento pulmonar na DF ¢ a segunda causa principal de hospitalizacao (apods as
crises de dor aguda). A pneumonia apresenta-se em doentes falcémicos dos mesmo modo
como uma tipica pneumonia na populacao geral. No entanto, estima-se que criangas com DF
sao 100 vezes mais suscetiveis a desenvolver a doenca, o que justifica profilaxia antibiotica
com penicilina via oral que se inicia por volta dos 3 meses e continua pelo menos até os 5
anos de idade. A pneumonia pode levar a sindrome toracica aguda (STA) que ¢ caracterizada
por uma imagem de consolidagdo pulmonar evidenciada por exames de imagem e algumas
combinagdes clinicas que incluem febre, dor toracica, tosse, dispneia e taquipneia (sinais
claros de comprometimento pulmonar). Sua causa ainda nao ¢ totalmente compreendida, mas
tem sido identificados agentes implicados no seu surgimento e evolucao incluindo infecgoes,

embolia gordurosa pulmonar além de fendmenos de oclusdo vascular pulmonar. Os agentes
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infecciosos incluem S. Pneumoniae, S. Aureus, H. Influenzae, Klebsiela também agentes
virais. O infarto 6sseo ¢ apontado como causa de embolia gordurosa. Outros fatores ligados a
STA incluem uso de opioides, edema pulmonar e parvovirus B19 (que pode levar a infarto da

medula dssea e causar embolia). STA pode evoluir para angustia respiratoria € morte.(35)

1.5.2- No Sistema Osteoarticular

O envolvimento do osteoarticular ¢ um dos mais comuns nos pacientes com
doenca falciforme e inclui desde a hiperplasia medular reativa ao quadro anémico até as
complicagdes como infartos 6sseos/medulares e infeccoes além da dactilite (sindrome mao-
pé), sendo o primeiro como consequéncia das crises vaso-oclusivas que sdo particularmente
comuns na medula Ossea e nas epifises e o segundo relacionada a varios mecanismos de
susceptibilidade aumentada a infeccoes na DF (hipoesplenismo, alteragdes do sistema
complemento e areas de necrose 0ssea). Os infartos 6sseos € medulares podem manifestar-se
clinicamente com dor, edema e eritema locais ou podem ser silenciosos. Nos casos
sintomaticos, febre e leucocitose também podem estar presentes, dificultando o diagnostico
diferencial com processos inflamatorios. O envolvimento isquémico de musculo e fascias ¢
um achado menos comum nestes pacientes, mas pode ser encontrado. A mionecrose pode
causar alteracdo do tamanho e da forma da musculatura afetada. A osteomielite ¢ uma grave
complicagdo da DF. E mais comum na regido diafisaria ¢ na populagdo de pacientes

acometidos geralmente ¢ mais encontrado no fémur, tibia e tmero.(36)

1.5.3- No Cérebro

Acidentes vasculares cerebrais, atrofia e debilidade cognitiva sdo as principais
consequéncias de lesdes neuroldgicas da DF. Aproximadamente 25% de todos os pacientes
com DF terdo uma lesdo neuroldgica ao longo da vida. Muitas criangas irdo vivenciar o
“infarto silencioso” (definido como auséncia de sintomas clinicos com achados de infarto a
RNM). O infarto silencioso e¢ duas vezes tdo comum quanto infartos com manifestagdes
clinicas e deve ocorrer acima de 22% em criangas por volta dos 12 anos de idade. Outros
problemas menos comuns incluem hemorragias intraparenquimatosas e subaracnoideas e
aneurismas cerebrais. Os acidentes vasculares cerebrais em pacientes com DF sdo geralmente
isquémicos. Acredita-se que a isquemia seja resultado do fendomeno de falcizagao eritrocitaria
seguido de toda cascata de consequéncias fisiopatoldgicas deste processo resultando em

oclusao de vasos cerebrais. (37)
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1.5.4- No Baco

A Sindrome do Sequestro Esplénico (SSE) ¢ caracterizado pelo rapido preenchimento de
sangue no interior deste 6rgdo, resultando em deple¢ao do volume intravascular e queda nos
valores do hematocrito (uma queda de >2 g/dl ¢ considerado significante). Quando a
sindrome do sequestro esplénico ¢ de intensidade média, a crianca pode apresentar uma
palidez cutanea branda, letargia, aumento do volume do baco, taquicardia e dor no quadrante
superior direito. Quando severa, as criangas apresentam rapido aumento do volume do baco,
dor intensa por todo o abdomen, sede, letargia, palidez mais acentuada, taquicardia além de
taquipneia. Esta condi¢do pode evoluir rapidamente (dentro de horas) para colapso
cardiovascular e morte. O tratamento consiste em transfusdo sanguinea; ocasionalmente, a

esplenectomia ¢ realizada, especialmente em pacientes com recorrente SSE.(38)

1.5.5- Nos Rins

Os rins dos pacientes com DF apresentam um aumento no fluxo plasmatico e um
aumento da taxa de filtragio glomerular. E postulado que estas mudangas ocorrem devido ao
surgimento de hipersecrecdo compensatoria de prostaglandina e 6xido nitrico com efeito
vasodilatador. O glomérulo ¢ largo e hiperfiltrante e como consequéncia desenvolve
glomeruloesclerose. A glomeruloesclerose pode levar a proteindria (aproximadamente em
mais de 12% em adolescentes), sindrome nefrotica (aproximadamente em 4% dos pacientes) e
em insuficiéncia renal (estima-se ocorrer em 4% a 18% dos pacientes). Injuria vascular e
tromboses no leito vascular renal também sdo causados por falcizacao de eritrocitos nos vasos
medulares (vasa recta). Deste modo, dentre as manifestagdes renais mais conhecidas
associadas a nefropatia falciforme, as principais incluem a dificuldade de concentragao da
urina (sob condi¢des de privacdo de agua), acidificagdo deficiente da urina, hematiria e

proteinuria associada a hiperfiltragao glomerular. (39)

1.5.6- No Figado e Vias Biliares

As alteracdes agudas causadas por processo de falcizacdo sdo caracterizadas por dor no
quadrante superior direito e ictericia, podem apresentar nduseas, hepatomegalia dolorosa e
febre. O sequestro hepatico caracteriza-se por dor no quadrante superior direito,
hepatomegalia, queda no hematdcrito, aumento dos reticuldcitos e pouca alteragao das
enzimas hepaticas. A colestase intra-hepatica resulta de um processo de falcizagdo intra-

sinusoidal, hipoxemia e isquemia dos hepatocitos com consequente edema dos hepatdcitos e
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colestase intracanalicular. As manifestacdes clinicas sdo semelhantes as crises agudas de
falcizagdo hepatica, com dor no quadrante superior direito, ndusea, vomito, hepatomegalia
dolorosa, febre e leucocitose. Entretanto, ocorre aumento acentuado de bilirrubina,

acompanhado de insuficiéncia renal, coagulopatia e encefalopatia hepatica.(40)

A elevada excrecdo constante de bilirrubinas resulta em formagdo frequente de calculos
biliares. A colecistectomia deve ser realizada em pacientes com sintomas decorrentes de
colelitiase e evitar duvidas no diagndstico diferencial entre outras complicagdes hepaticas e
colica biliar ou colecistite. A hemocromatose correlaciona-se as frequentes transfusdes

somado a hemolise cronica propria da DF.(41)

1.5.7- No Coragao

As alteracdes cardiovasculares relacionadas as DF tém sido reconhecidas com mais
frequéncia e incluem aumento da area cardiaca, isquemia miocardica, disfungdo biventricular,
hipertensdao pulmonar, entre outras. Elas tém sido atribuidas principalmente a anemia
hemolitica cronica presentes neste pacientes ou consideradas reflexo das alteragdes
pulmonares ou do deposito de ferro secundario as transfusdes de sangue. Atualmente acredita-
se que as manifestacdes cardiacas incluem uma miocardiopatia especifica causada pela lesao
direta do coragao pela doenca. A sobrecarga de ferro, secundaria as transfusdes sanguineas,
poderia agravar o acometimento cardiaco, mas este parece nao ser um evento frequente nos

pacientes com DF.(40)

1.6- Fatores Moduladores da Gravidade da Evolu¢do Clinica da Anemia Falciforme

1.6.1- Niveis de Hb F

As elevagdes de Hb F tem papel muito importante para modular o quadro das doencgas
falciformes, pois o papel inibitorio que a Hb F exerce sobre o processo de falcizagdo, reduz a
gravidade das manifestagdes clinicas. Os niveis de Hb F em adultos sao determinadas
geneticamente; a presenga de alelos que determinam ligeiras elevacdes de Hb F sdo comuns e
nao associadas a manifestacdes clinicas, mas, quando presentes em um individuo com doenca
falciforme, provocam uma elevacdo de Hb F maior do que a habitual na doenga. Também
existem formas de persisténcia hereditaria de Hb F heterocelular, mais raras, mas que podem

se associar & doenca falciforme. ©"
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1.6.2- O Genotipo da Doenga

Algumas caracteristicas genéticas tém grande importancia na gravidade clinica da
doenca, porque determinam a concentracdo intracelular de Hb S. A elevada concentragao de
Hb S ¢ essencial para que a polimerizagao da Hb S se inicie e se propague rapidamente,
provocando a falcizagdo e os fendomenos celulares que desencadeiam as lesdes tissulares.
Assim, o genotipo que produzem uma menor concentracdo de Hb S ou uma elevada
concentracdo de Hb F ( hemoglobina esta que ndo interage com as moléculas de Hb S)
dificultam a polimerizacdo e falcizagdo , reduzindo a gravidade e intensidade das
manifestagdes clinicas (Tabela 1). Por esses motivos, o quadro clinico ¢ mais grave na anemia

falciforme (gendtipo Hb SS) e na doenga falciforme associado com a beta talassemia

(genotipo Hb SBO) sem niveis elevados de Hb F (ou seja Hb F < 10%), enquanto casos mais
leves sdo aqueles com elevagdo de Hb F e pacientes com genotipo Hb SB”. Nestes tltimos
pacientes ocorre a produgao de Hb A que, embora em menor quantidade do que a Hb S, ¢
suficiente para inibir a formag¢ao de polimeros. A hemoglobinopatia SC (Hb SC) tem uma
posi¢do intermediaria, porque a hemoglobina C (Hb C) ¢ capaz de participar parcialmente da
formagdo de polimeros de Hb S. A Tabela 2 expoe, dependo do gendtipo e doenca falciforme,
as diferencas no padrdo eritrocitario e a quantidade de células falcizadas quando vistas a

microscopia. (42)°"

1.6.3- O Haplotipo da Doenga

Em 1978, Kan e Dozy (43) descreveram a sequéncia de bases nitrogenadas do gene da
globina heta normal (Hb A) e da globina beta S (Hb S). Em 1980, esses mesmos
pesquisadores estudaram a evolugdo da Hb S por meio de técnicas de biologia molecular em
varios doentes falcémicos e concluiram que apesar da mutagdo da Hb S ser a mesma em todos
eles, haviam diferengas entre as sequéncias de bases nitrogenadas ao longo do grupamento
dos genes da globina beta, sem que as sequéncias diversificadas influenciassem na sintese da
hemoglobina S. Esses estudos realizados por fracionamento das sequéncias de bases
induzidos por enzimas extraidas geralmente de bactérias (endonucleaes), permitem
estabelecer que a Hb S originou em pelo menos trés regides da Africa: Senegal, Benin e
Bantu. (44) Atualmente acredita-se que além dessas regides, outras duas regides, uma na
africa (Camardes) e outra na Asia (Arabia e India) também sofreram o impacto da mutagio da

HB S (Figura 9). Essa diferenciacdo antropoldgica antropoldgica identificada por técnicas de
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biologia molecular entre pessoas doentes com Hb s ¢ conhecida como haplétipos. Até o
presente, sdo conhecidos os haplotipos Benin, Bantu, Senegal, Camardes, arabe indiano e
Atipicos (Figura 10)(45). Os estudos antropologicos e hematoldgicos realizados com
pacientes com anemia falciforme (Hb S) e submetidos as andlises de seus proprios haplotipos,
revelam que o haplétipo Benin e Bantu estdo relacionados com maior grau de anemia quando
comparados com os Senegal, Camardes ¢ Arabe Indiano (tabela 4), provavelmente devido a

persisténcia da Hb Fetal nesses trés haplotipos. (46) ¢

Tabela 1- Alteracdes hematologicas nos diferentes gendtipos de D.F.

Genotipos Hb (g/dl) Ht (%) VCM  HbS Hb F Hb A
Média Média % % %
(variagdo)  (variagdo)
SS 7,0 22 N 90-100  2-10  Zero
(SS e SF)* (5-9) (18-30)
S/8° Tal. 8,0 25 D 70-90 5-20  Zero
(7-10) (20-25)
S/B" Tal. 9,0 30 D 50-80 5-10  10-40
(SFA) (8-11) (25-35)
SD 10 30 N 40-60 - Hb D: 40-60
(SD)* (8-12) (25-35)
SS/Tal 8,0 30 D 80-90 10-20 HbH: 1al10%
(SFH)* (6-10) (25-30)
SC 11 30 N 40-60 - Hb C: 40-60
(SC)* (9-13) (25-30)
S/PHHF 12 35 N 60-80 15-30  Zero
(SF)* (10-14) (30-40)
AS(**) 13 40 N 30-40 - 60-70
(AS)* (12-16) (38-50)

Fonte: Introdu¢ao — Doenca Falciforme — Hemoglobinopatias [Internet]. [cited 2017 Aug
13]. Available from: http://hemoglobinopatias.com.br/introducao-doenca-falciforme
Notas:

(*) Principais fragdes de hemoglobinas identificadas por eletroforese alcalina

(**) O genotipo da Hb AS nao ¢ considerado doenca das células falciformes. Foi incluido
apenas para efeito de comparagdo. O portador de Hb AS ¢ assintomatico.

No Brasil, em 1992, Zago, Figueiredo e colaboradores fizeram o estudo brasileiro
mostrando a distribuicdo de haplotipos ligados ao gene da Hb S, inicialmente restrito a
Ribeirdo preto, na regido Sudeste e depois estendido a outras cidades brasileiras(47,48)
Adicionado a este, outros estudos maiores estdo resumidos na Tabela 4.(47-54) Embora haja

certa diversidade regional, de modo geral, predomina o haploétipo Banto, seguido do haplétipo

Benin, sendo raro os exemplos de haplotipo Senegal.



Tabela 2- Alteracdes eritrocitarias nos direfentes genotipos de D.F.

Genotipos Alteragdes eritrocitarias mais comuns

SS Células falcizadas e em alvo. Hipocromia e
policromazia. Eritroblastos. Corpos de Howell-
Jolly. Reticulocitose (*). Corpos de Heinz (*)

S/B Tal. (**)  Células falcizadas, microcitose, dacriocitos e células
em alvo. Hipocromia e policromasia. Reticulocitose.

SD Anisocitose, poiquilocitose, hipocromia. Poucas
células falcizadas.

SS/Tal o Anisocitose, microcitose, hipocromia e
policromasia. Poucas células falcizadas

SCoooo Anisocitose, poiquilocitose, células em alvo, cristais
de Hb C, hipocromia. Poucas cé¢lulas falcizadas.

S/PHHF Discreta anisocitose e anicromasia. Poucas células
falcizadas.

AS(***) Normocitose € normocromia

Fonte: Introdug¢do — Doenca Falciforme — Hemoglobinopatias [Internet].
[cited 2017 Aug 13]. Available from:
http://hemoglobinopatias.com.br/introducao-doenca-falciforme

Notas:

(*) Visiveis quando coradas com azul de crezil brilhante a 1%

(**) inclui os genotipos S/B° Tal. (ou SF) e S/B87 Tal. (ou SFA).

(***) O gendtipo AS nao ¢ considerado como doenca falciforme. Foi incluido
apenas como efeito de comparacao.

Tabela 3- Haplotipos da A.F. e seus efeitos na gravidade clinica e
hematoldgica conforme nivel de Hb F

Haplotipo de Hb  Hb total Hb F Gravidade

S (g/dl) (%) Clinica

Bantu 5,0-38,5 5-7 ++++

Benin 7,0 -85 5-7 +++

Senegal 8,0-9,0 8-10 Sn

Camaroes 8,0-9,0 5-7 ++

Arabe-Indiano "9 15-20 +

Atipica "8 5-7 Variavel
Fonte: Introdug¢do — Doenca Falciforme — Hemoglobinopatias [Internet].
[cited 2017 Aug 13]. Available from:

http://hemoglobinopatias.com.br/introducao-doenca-falciforme
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Figura 9 - Regides de origem e abrangéncia dos trés
principais haplotipos B° africanos e um asiatico.
Fonte: Fonte: Stuart e Nagel, 2004

B -globin Haplotypes
28 . Associated with Sickle
4a . Cell Anemia
§ | Benin
M Cameroon
1 CAR/Bantu
M Saudi Arabia/India
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Figura 10 - Distribui¢do dos haplétipos B° entre as nagdes
com alta prevaléncia de anemia falciforme.

Fonte: Sickle-Cell Anemia: A Look at Global Haplotype
Distribution [Internet]. [cited 2017 Aug 14]. Available from:
https://www.nature.com/scitable/topicpage/sickle-cell-
anemia-a-look-at-global-8756219
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Nota da figura 10:

Cada cor representa um diferente haplotipo batizado com o nome do pais onde foi
primeiramente descoberto. Observa-se que os haplotipos ndo estdo restritos as nagdes com 0s
nomes de origem, sendo encontrados largamente distribuidos (exemplo: O haplétipo Benin
esta presente em varias nagoes, ou ha multiplos haplétipos em uma sé nacgao)

CAR= Central African Republic.

Tabela 4- Alguns estudos(47-54) demonstrando a distribuicdo de
haploétipos ligados ao gene da Hb S em pacientes brasileiros com doencgas
falciformes.

Localidade Cromossomos Haplétipos (%)

(n)

Bantu Benin  Senegal

Ribeirdao Preto 66 73,0 25,5 1,5
Belém 60 66,7 30,0 33
Belém 260 66 21,8 10,9
Campinas e Sao 142 64,7 35,2 0
Paulo
Porto Alegre 49 79,6 18,4 2,0
Salvador 160 50,6 48,7 0,7
Total 737 63,1 30,9 4,3

Fonte: Zago MA, Pinto ACS. Fisiopatologia das doengas falciformes: da
mutacdo genética a insuficiéncia de multiplos 6rgaos. Rev Bras Hematol
Hemoter [Internet]. Associacdo Brasileira de Hematologia e Hemoterapia;
2007 Sep [cited 2016 Jan 25];29(3):207-14. Available from:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-
84842007000300003 &Ing=en&nrm=iso&tlng=pt

1.6.4 - Fatores Adquiridos

O nivel socioecondomico e educacional ocupa uma posi¢ao central, pois determina
variantes que influenciam diretamente a evolugao clinica da doenca: acesso a atencao médica,
diagnostico precoce, alimentagdo e nutri¢do de boa qualidade, acesso a saneamento basico e,
portanto, agua de boa qualidade e menor exposi¢ao a infecgdes, melhores condi¢des de vida e

de trabalho, além de tratamento rapido de complicacdes. "
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1.6.5- O Escore de Gravidade da Doenca Falciforme

A anemia falciforme ¢ caracterizada por um largo e heterogéneo curso clinico entre
pessoas que tem a mesma mutacao (Hb S), variando de pacientes que tem uma expectativa de
vida normal com poucas complicacdes clinicas a outras com severas complicagdes como
hipertensao pulmonar, Priapismo, AVC, sindrome toracica aguda e necrose vascular da

cabeca do fémur. (55)

A base molecular da formagao da Hb S ja ¢ conhecida, mas somente a mutacao (Hb A,
Glu-6-Val, rs334) nao ¢ suficiente para explicar a heterogeneidade de fendtipos em pacientes
falcémicos. Outros fatores como niveis de Hb F, (31), associagdo genotipica com a-
talassemia(56), polimorfismo genético(56), uso de Hydroxyureia(56) assim como fatores
adquiridos (relacionados ao nivel socioeconémico)®” tem sido identificados como

moduladores da AF.

Mesmo com o aprimoramento do conhecimento do genoma humano, o desenvolvimento
de novas ferramentas de identifica¢ao de polimorfismos de nucleotideos (SNPs) associado um
o largo estudo dessas associagdes gendmicas (GWAS) (57), ainda ha um grande desafio em
combinar todas essas variantes e estabelecer um possivel preditor em potencial para

estabelecer um critério de gravidade para pessoas com doenca falciforme.

Muitos estudos foram feitos com o objetivo de estabelecer uma classificacao no padrao
de gravidade da DF tendo como bases de dados para esse calculo, parametros clinicos e
laboratoriais que influenciam no risco relacionado a mortalidade dos pacientes com
DF(58,58-63).

Sebastiani e colaboradores , do grupo da Boston University School of Public Health nos
EUA(64) ,desenvolveram um modelo de predicdo de gravidade usando um modelo
matematico de probabilidade conhecido como uma rede bayesiana. Essa abordagem
representa de forma simples, as relagdes de causalidade das varidveis de um problema, que no
caso em questdo sdao os parametros clinicos e laboratoriais da pessoa com DF com o risco de
morte em 5 anos (figura 11) . Os usudrios desse sistema precisam somente inserir os valores
das variaveis (Quadro 3) na calculadora (disponivel no
http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/projects) e classificar os pacientes com DF de acordo

com a faixa de escore estabelecida. Este modelo, que considera o risco de morte em 5 anos
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como escore de gravidade da DF, estabelece a faixa de risco que varia na faixa de 0 (pouco

grave) a 1 (muito grave).

Recentemente (2015), este escore foi aplicado em uma populagdo de pacientes com DF
do Rio de Janeiro(65) com o objetivo de testar a viabilidade do uso dessa ferramenta em
grupo de individuos distintos a populagdo original do estudo que foi derivada dos EUA.
Como resultado, o calculo do escore de gravidade nos pacientes do Rio mostrou ter alta
sensibilidade e alto valor preditivo positivo. Cesar Purim, mestrando do Programa de Pods-
Graduagdo em Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, ano de 2017, aplicou esta
ferramenta num total de 122 com DF atendidos na FHEMOAM. Do banco de dados da
populagdo de estudo de Purim, foram extraidos os dados de escore de gravidade somente de
pacientes com AF deste estudo, obedecendo as regras de inclusdo e exclusdao estabelecidas,

para analise estatistica com outras variaveis deste trabalho.

s

Bilirubin

Reticulocytes

| Platelets

Priapism

— 1
ALT| [ BUNICreatinine | [ Proteinuria | [ Leg Ulceration | [ Hb | [AVN]
I ¥
Blood Transfusion

Pain
Sys BP

Figura 11 - A rede de associacao entre morte, complicagdes clinicas e achados laboratoriais
na doenca Falciforme.
Fonte:

Sebastiani P, Nolan VG, Baldwin CT, Abad-Grau MM, Wang L, Adewoye AH, et al. A network
model to predict the risk of death in sickle cell disease. Blood [Internet]. 2007 Oct 1 [cited 2017 Aug
15];110(7):2727-35. Available from: http://www.bloodjournal.org/cgi/doi/10.1182/blood-2007-04-
084921




39

1.7- O Heme na Imunidade Inata e Inflamagao

O Heme ¢ composto por um anel porfirinico no qual se acomoda em seu centro um
atomo de ferro (Fe) ligado a quatro atomos de nitrogénio. A capacidade de quelagcdo do Fe de
levar a uma reversivel mudanca no seu estado de oxidagdo fornece ao heme uma catalise
biologica versatil agindo em reagdes oxidativa, processo de transferéncia de elétrons e
transporte de oxigénio molecular (O,) para as células. O Heme esta presente em diferentes
formas, muitas delas na forma a, b € c. Heme a e ¢ sdo importantes na fisiologia de transporte
de elétrons e sdo encontrados no citrocromo C oxidase e citrocromo C redutase

respectivamente. Heme b € o tipo mais comum em mamiferos sendo parte de varias proteinas

incluindo a hemoglobina e mioglobina. (66)

Quadro 3 - Variaveis clinicas e laboratoriais usadas para o célculo do escore de

gravidade da DF

Caracteristicas Laboratoriais Caracteristicas Clinicas

Alanina aminotransferase (ALT )

Idade

Aspartato aminotransferase (AST)

Sexo

Creatinina

Sindrome toracica aguda

Bilirrubina total (mg/dL)

Transfusao sanguinea

Lactato desidrogenase (LDH)

Crises de dor aguda

Volume corpuscular médio (MCV)

Priapismo

Contagem de reticuldcitos

Acidente vascular cerebral (AVC)

Contagem total de leucécitos ( WBC)

Necrose avascular 6ssea — cabeca do fémur

(AVN)

Hemoglobina

Ulcera em membros inferiores

Contagem de plaquetas

Sepse

Genotipo da DF

Pressdo arterial sistolica

% de Hemoglobina fetal (Hb F)

Nota do quadro 3: Alguns parametros nao sdo rotina em determinados centros que

prestam assisténcia a doentes falcémicos. Durante o calculo do escore de gravidade,

mesmo na auséncia de qualquer varidvel (clinica ou laboratorial) a calculadora permite ao

pesquisador entrar com a opg¢ao “non available” para o determinado dado indisponivel.
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Deste modo, a calculadora corrige um valor de referéncia e o risco de morte de acordo

com as outras variaveis que estao disponiveis. (65)

Apesar de sua importancia fisioldgica, o heme tem uma potente capacidade oxidativa em
lipideos e proteinas além de causar danos no DNA. Deste modo, torna-se uma molécula
nociva uma vez liberado das hemoproteinas durante processo de hemolise ou dano tecidual.
Deste modo, passaremos a considerar o heme livre aquele quando conjugado com sua
molécula de globina, os quais formam a hemoglobina, molécula esta presente no eritrocito.
(67)

A inje¢ao de hemoglobina leva a permeabilidade vascular, migragdao leucocitaria do
ambiente intravascular para os tecidos além de aumentar a contagem de proteinas da fase
aguda, marca da inflamagao aguda(67) .A hemoglobina livre liberada por lise de eritrécitos
ativa as células endoteliais induzindo a expressao de moléculas de adesdao ICAM-1, VCAM-1,
E-seletina, P-seletina e fator de Von Willebrand e causa migracdao leucocitaria(68)(69) .As
moléculas de adesdo possibilitam que os neutrofilos se fixem firmemente no endotélio e
migrem para os tecidos. Assim, os leucocitos podem ser ativados e expressam moléculas de
adesdo complementares a aquelas expressadas pelo endotélio. Os neutrofilos induzidos pelo
grupamento heme leva a liberagdo de NET’s (extracelular traps) através de mecanismos
dependentes da geragao de ROS(70) .Além disso, o heme induz a producao da interleucina
IL-8 pelas células endoteliais e pelos neutréfilos(71)(69).Apesar dos neutrofilos terem
importantes funcdes controlando as infec¢des, essas células podem promover danos
vasculares e tissulares pela geracdo de ROS, secretando proteases e liberando cromatina
extracelular (NET’s)(72) .Em consequéncia disso, a prolongada atividade dessas células ¢
danosa para a homeostase tecidual. Neste contexto, a hemoglobina livre no plasma inibe a
apoptose dos neutrofilos, aumentando sua longevidade e possibilitando o maior estimulo

danoso destas cé¢lulas.(73)

Em estados de hemolise exacerbada, como no caso da DF, os macréfagos contribuem
para a resposta inflamatoria pelo aumento da secrecao de citocinas, quimiocinas € mediadores
lipidicos. TNF, IL-6 e IL-18 que sdo citocinas que regulam a morte celular (necroptose),
aumentam a permeabilidade vascular, recrutam células do sistema imune para o tecido
inflamado e induz a producao de proteinas da fase aguda. Além disso, IL-18 ¢ TNF modifica
limiar de temperatura hipotalamica do corpo causando febre. A KC (Keratinocyte-derived

chemokine) ¢ uma quimiocina que que atrai neutréfilos para o local da inflamagdo e o LTB4
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(leucotrieno B4) ¢ o mediador lipidico que atua como uma molécula quimioatrativa e também
ativa leucdcitos. O heme ativa macrofagos induzindo a producao de TNF, KC, IL-18 e
LTB4.(74) Apesar das fungdes inflamatorias do KC e IL-1B ndo terem sido investigadas
durante a indugdo por componentes do heme, o TNF e o LTB4 foram descritas como
mediadores inflamatérios essenciais durante eventos inflamatorios induzidos pelos

componente do grupo heme. (66)

1.8 - Papel do Sistema Imune e a Resposta Inflamatéria na Anemia Falciforme

O reconhecimento pelo sistema imune de componentes proprios € nao-proprios do
organismo conta com receptores moleculares especificos, bem conservados durante a
evolugdo, denominados de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (PRRs),
presentes em células da imunidade inata (macrofagos e neutrofilos), bem como em células
natural killers (NK) e células dendriticas (75)(76) .Esses receptores sdo essenciais para
reconhecimento de padrdoes moleculares associado a patogenos (PAMPs), e padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs), um grupo de moléculas endogenas derivadas de
danos celulares e da degradacao da matriz extracelular. A ativagao dos PRRs pelos PAMPs ou
DAMPs inicia uma cascata de sinalizagdo que leva a producao de interferons (interferons alfa
e interferons beta) e citocinas proinflamatérias. Os PRRs incluem os receptores tipo Toll
(TLRs), receptores de ligacdo ao nucleotideo contendo dominio com sequéncia rica em
leucina (receptores tipo NOD-NLRs), receptores de Lecitina tipo C e receptores tipo RIG-I
(RLRs)(66)(77)(78) .(Quadro 4)

Na familia dos receptores tipo Toll (TLRs), os receptores TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6 e TLRI11 estdo expressos na membrana celular, enquanto que os receptores TRL3,
TLR7, TLRS8, TLR9 e, recentemente descoberto, TLR13(79) s3o expressos nos

compartimentos do endossoma intracelular.

Os receptores de Lecitina tipo C também sdo expressos na membrana celular, ao passo
que os receptores tipo RLRs estdo presentes no citoplasma(78).

Os NLRs, presentes no citoplasma celular, sdo sensores citoplasmaticos que se
oligomerizam para formar uma plataforma — O INFLAMOSSOMA — que consiste em um
complexo proteico que controla a producao de citocinas proinflamatérias como, IL-1 e IL-

18(80) .
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A figura 12 mostra as quatro principais classes de PRR’s, suas localizagdes na célula,
seus mais importantes ligantes com destaque para a formacao do inflamassoma (seta cheia) e

sua atuacao no sistema imune inato(81).

O conceito de que os efeitos citotoxicos e inflamatorios do heme livre eram

exclusivamente mediadas capacidade oxidativa do Fe associada com a propriedade anfipatica
do anel de porfirina ndo ¢ mais aceito. Também, O heme livre ¢ um classico DAMP, que leva

a ativacao do inflamassoma através do TLR4.(Figura 13) (66)(82)(83)

O achado de que a hemolise e os componentes da hemoglobina livre no plasma (em
destaque para o heme) desempenham um importante papel na inflamagdo e na ativagdao do
inflamassoma abre caminho para o melhor entendimento do comportamento clinico da doenga

nos pacientes falcémicos.(83)

Quadro 4 - As quatro maiores classes de receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares (PRR’s) e seus mais importantes ligantes.

| PRR’s Localizacio Ligantes Origem dos ligantes |
TLR Membrana Lipoproteinas, DNA, Bactérias, virus,
Toll-like receptors plasmatica e RNA, endotoxina, parasitas e
endossoma sinais de perigos componentes

endogenos, dipepitideo | proprios do
muramil organismo

NLR Citoplasma Sinais de perigo Componentes

NOD-like receptors endogenos, proprios do

organismo, bactérias

CLR Membrana Beta-glucanos fungos

C-type lectin receptors | plasmatica

RLR Citoplasma RNA de dupla cadeia | RNA viral

Retinoicoacid-inducible

gene-1-like receptors

Fonte: adaptada da tabela 1 da referéncia (78)
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Figura 12 - As quatro principais classes de PRR’s, sua localizacdo na célula, seus ligantes e
sua a¢ao no sistema imune inato.
Fonte: Referéncia (81)
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Figura 13 - Ativa¢do do inflamassoma.
Fonte: Shaw PJ, McDermott MF, Kanneganti TD (2011)
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Nota da figura 13:

Os inimeros inflamassomas sao ativados por um largo espectro de DAMPs e PAMPs. Como
exemplo temos a ativagdo do NLRP3. Uma vez ativado a proteina NLR sofre uma mudanca
conformacional, permitindo que se ligue a proteina adaptadora ASC via dominio de ligagdo
de pirina. ASC age como uma proteina adaptadora e liga-se a procaspase-1 através do
dominio de recrutamento de caspase (CARD). Esta plataforma proporciona a autoclivagem da
caspase-1 por clivagem proteolitica. As caspase 1 ativa (p20/p10) desta forma cliva as pré-
formas de IL-1B e IL-18, seguindo assim sua atividade biolédgica.

1.9- Os Inflamassomas NLRP3 e NLRP1 na Anemia Falciforme

O inflamassoma ¢ um complexo multiproteico composto pela proteina NLR, adaptador
ASC e a enzima caspase. A ativacdo do NLR por um DAMP ou PAMP leva ao recrutamento
da proteina adaptadora ASC e da pro-caspase com a formacao desse complexo pentamétrico

ou heptamétrico - (Figura 13).(84)

As caspases sao enzimas da familia cisteina aspartato proteases (Cysteinyl-ASPartate
proteASES) envolvidas no processo de apoptose, necrose, regulagao celular e inflamagado. De
forma geral, a familia das caspases pode ser dividida em apoptoticas, como as caspases -3, -7
e -8 e inflamatérias, como as caspases -1 e -11. Elas existem na forma inativa no citosol,

como zimogeénios, € sdo ativadas pela clivagem por outras caspases. (85)

A atividade mais conhecida e de interesse desse projeto por envolver a ativagao do
inflamassoma NLRP3, envolve o recrutamento da pro-caspase-1, tanto por ligagdao a ASC
quanto por ligacdo ao NLR diretamente, causa uma catalise de aproximacao , gerando

subunidades cataliticas da caspase 1, p20 e P10. (86)

A func¢do mais descrita para a caspase 1 ativada ¢ a clivagem da pro-IL-18 e pro-IL-18,
de forma que a via de sinalizagdo dos NLRs pelo inflamassoma culmina com a secre¢ao de
citocinas IL-18 e IL-18 ativas. Para essa via ocorrer, as moléculas pro-IL-18 e pro-IL-18
precisam estar anteriormente presentes no citoplasma celular, e a produgdo dessas pro-
citocinas ¢ dependente de um primeiro sinal via NF-kB, o qual pode ser induzido por
sinalizagdo via TLRs ou TNF. Este primeiro sinal ¢ também descrito como promotor da

expressao de outros componentes do inflamassoma. (84)

As citocinas da familia IL-1 (IL-1B e IL-18) tem acdo pleiotropica com efeitos
fisiologicos em varios tipos celulares (queratindcito, sinovia, fibloblastos, macrofagos e

células da glia), na regulagdo do apetite, sono, temperatura corporal, porém participam na
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fisiopatologia da artrite reumatoide, dor neuropatica, esclerose multipla, doenca de Alzheimer

e doencas vasculares. (84)

O papel para os inflamassomas nas doencas acima descritas e em algumas doencas
autoimunes ¢ provavel, considerando o largo espectro de sinais endogenos de perigo
(DAMPs) que ativam os NLRs e o papel que as citocinas IL-18 e IL-18 podem exercer na
formag¢do da imunidade adaptativa que, em geral exercem um efeito amplificador na respostas
dos linfocitos B e T e estas citocinas podem se prestar como uma crucial ligagdao de

entendimento da ativacdo dos NLRs dentro da imunidade adaptativa. (87)

O inflamassoma NLRP3 (NLR-related protein 3 inflammasome) também chamado
CIAS1, PYPAF1, Cryopirina, CLR1.1 ou simplesmente NALP3 ¢ um dos mais caracterizados
membros da familia dos NLRs.(88) A expressao do NLRP3 ¢ detectada principalmente no
citosol de granulécitos, células dendridicas, linfocitos T e B, células epiteliais e
osteoblastos.(89) Pode ser ativados em resposta a uma vasta faixa de estimulos tanto
endogenos como exogenos, como ATP, cristais de colesterol e aluminio e acidose
extracelular.(84) O mecanismo da ativacdo do NLRP3 apoiados por muitos estudos incluem o
efluxo de potassio para fora da célula, a geracao de espécies reativas de oxigénio mitocondrial
(mROS), a translocacdo do NLRP3 para a mitocondria, a liberagdo de DNA mitocondrial ou

cardiolipina, e a liberagdo de catepsina dentro do citosol apds a desestabilizagdo lisossomal.

(75)
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Figura 14 - Mecanismos de ativacdo do NALP3. A ativacdo do NLRP3 via TLR4 envolve o
a ativacao do NF-K8. Este induz elevada expressao do NLRP3.
Fonte: Sh Guo H, Callaway JB, Ting JP-Y (2015)

No contexto da ativagdo do NLRP3 na anemia falciforme, o aumento do heme livre no
plasma tem recentemente mostrado ativar este inflamassoma via TLR4. Essa via ¢ bem
conhecida por aumentar a expressao do NLRP3 através da sinalizagao por NF-kB — (Figura

14).(80)

Estudos sugerem que a ativagao das células endoteliais devido ao heme livre no plasma ¢
ao menos em mediado por sinalizacdo via TLR4. Essa via de ativagdo em células endoteliais
leva a ativagdo do NF-kB, expressao das moléculas de adesao e a degranulacdo de
corpusculos de Weibel-Palade, que contem VWF e P-seletinas, moléculas envolvidas na

vasculopatia na doenga falciforme. (66) (90)

Chen e colaboradores mostram que, somando a ativagado do NLRP3 via TLR4, o heme
livre no plasma promove a liberacio de NETs ™*# devido ao aumento da formagdo de ROS

intracelular. NETs sdo fibras compostas por cromatina (DNA e histonas) compostas de
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peptideos antimicrobianos. No contexto da DF, a formac¢ao de NETs contribui em aumentar a
coagulagdo intravascular no decorrer do processo inflamatdrio. Assim, esse efeito poderia

contribuir para os fendomenos de vaso-oclusdo e sindrome tordcica aguda no curso da

DF.(70)(83)(66)

Deste modo, os efeitos biologicos inflamatorios exercidos pelas citocinas IL-18, IL-18,
somado aos achados recentes de liberacdo de NETs por neutréfilos, ambos decorrentes da
ativacdo do NLRP3 via a sensibilizacdo do TLR4 pelo heme livre no plasma, mostra a

importancia do entendimento deste mecanismo inflamatério.(Figura 15) (70)

® Hemolysis due to: @ Endothelial @ Vaso-occlusion @ Hypoxia and
SCD or B-thalassemia Neutrophil Tissue injury
activation

Sickle o Neutrophil Von Willenbrand factor [
erythrocyte adhesion molecule  and P-selectins " TLR4
‘ Erythrocyte 0 Platelet Y Endot!melial ® Heme
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Figura 15 - A cascata de efeitos deletérios da presenga de heme livre no espaco intravascular.
Fonte:

Dutra FF, Bozza MT. Heme on innate immunity and inflammation. Front Pharmacol
[Internet]. 2014 Jan [cited 2016 Mar 13];5:115. Available from:
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=4035012&tool=pmcentrez&rende
rtype=abstract

O inflamassoma NLPR1 (também chamada de NALP1) foi o primeiro inflamassoma a
ser identificado (91) e apds a sua descoberta, outras proteinas com homologia semelhante ao
NLRP1 foram também encontradas e categorizadas por formar similares complexos
intracelulares (por exemplo: NLRP3, NLRP6, NLRP7 NLRP12 e NLRC4). O NLRP1 recruta
a proteina adaptadora ASC, tal como a caspase 1 e a caspase 5, para formar o complexo

inflamassoma, assim ativando o IL-1B. (Figural6) O exato papel da caspase 5 ¢ ainda
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desconhecido (92). O NLRP1 Esta abundantemente expresso em linfocitos (particularmente
em linfocitos tipo T), células epiteliais do trato respiratério e células de Langerhans. (91,93).
Apesar de estudos iniciais mostrarem que o inflamassoma NLRP1 poderia ser formar-se
espontaneamente em células lisadas, recentes estudos descrevem pelo menos dois ligantes
naturais para o NLPR1: o primeiro, o dipepitdeo muramil (um fragmento de pepitideoglicano
oriundo tanto de bactérias Gram negativas como Gram positivas) (94) e o segundo e o mais
bem caracterizado ativador do NLRP1 que ¢ a toxina letal do Bacillus antrhraccis; Esta

toxina ativa a caspase-1 e induz uma rapida morte celular via NLRP1. (95)

No ambito da Anemia falciforme, uma doenca inflamatortia cronica, o conhecimento
dos mecanismos de ativagdo e regulacao dos inflamassomas tem sua relevancia, uma vez que
sdao plataformas moleculares para ativacao de caspases pro-inflamatorias. Essas caspases
clivam seus dois conhecidos substratos: as pro-inflamatotias citocinas IL-1B e IL-18. A
secre¢do de IL-1B pelo inflamassoma NLRP1 também ¢é dependente do efluxo de K' e da
liberacao da proteina lisossomal catepsina B, de maneira anadloga ao que acontece na ativacao
do inflamassoma NLRP3.(92) Todo esse processo de ativagdo de citocinas provoca uma

potente resposta inflamatoria. (96)

Deste modo, o entendimento do mecanismo de ativagdo e regulacdo tanto do
inflamassoma NLRP1 quanto do inflamassoma NLRP3 merece aten¢do, uma vez que tem
como foco sua resposta imune com a liberacao das interleucinas IL-18 e IL-18, cujo papel na
fisiopatologia da anemia falciforme contribui para a variedade da apresentacdo clinica da

doenca. (96)

1.10- O Polimorfismo do Gene da Regido Codificadora do NLRP3

O gene que codifica a proteina NLRP3 ( que contem 1016 aminoacidos transcritos a
partir do gene ciasl) esta localizado no cromossoma humano 1g44 e consiste de 9 exons.(89)
Alguns polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) associados com a ativagdo construtiva do
inflamassoma NLRP3 a producdo excessiva de IL-1 B3, induzem uma familia de doencgas auto-
inflamatérias graves, denominadas Sindromes Periddicas Associadas a Criopirina
(CAPS).(97) Varios estudos tem revelado a associagdo do SNP Q705k (rs35829419), onde
ocorre a troca de uma base C por uma base A e com isso a substituicdo do aminoacido glicina
por uma lisina no gene NLRP3 com varias doengas inflamatodrias incluindo doenga celiaca,

diabetes tipo 1 dentre outras. Esta mutagao resulta em um ganho de fun¢do no gene NLRP3
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levando uma proteina NLRP3 constitutivamente ativada, resultando em elevados niveis de

producao de IL-18.(98)

NALP1 inflammasome

NALP1 [PYD 2NN ARD
L (PYD ) LRR /@ Caspase 5
(CARD) |

Prodt — 1

NALP2/3 inflammasome »
NaLp2/3 [FYD HERGRI-H@ M) CEmpI-CaRD] cardinal
Agc LRR ~ _-{CARD| caspase 1

(CARD [
Caspase 1 CARD] 3 1: 3 1: /

Figura 16 - Os complexos inflamassomas NLRP1 e NLRP3
Ambos NLRP1 ¢ NLRP3 estdo associados por interagdes hemotopicas entre dominios CARD, ASC e

PYD. Enquanto que o NLRP3 requer um secundario adaptador de dominio CARD para clivagem da
pro-IL-1, isso ndo é necessario no NLRP1 que possui um dominio FIIND e CARD ligado ao centro da
proteina NLRP1.

Fonte: figura adaptada das referéncias (99) —figura 2- e (96) —figural-

Também estdo descritas varias doengas associadas a um SNP em introns, regides
intergénicas do genoma que ndo sao traduzidas, relacionadas com a doenca de Cronh, artrite
reumatoide e diabetes tipo II. O SNP rs10754558 (C/G) na regido ndo traduzida 3’do gene
NLRP3 (3°’UTR) tem sido reportado afetar a estabilidade do mRNA, uma vez que essa regiao
¢ o sitio de ligacao da poliadenizagdao de microRNAs que regulam negativamente a traducao e

outras proteinas que ajudam na estabilidade e na traducdo do mRNA. Virios estudos
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mostraram que o SNP rs10754558 (C/G) no 3’UTR do gene NLRP3 estd associado com
multiplas doencas, principalmente com doencas inflamatorias. Hitomi e colaboradores
mostraram a associacdo desse SNP com alta expressio do mRNA de NLRP3, o qual se
mostrou envolvido na anafilaxia induzida por alimentos. Pontilho e colaboradores mostraram
que o SNP 3’UTR no gene NLRP3 estd associado a suscetibilidade a infec¢do pelo HIV-
1.(100)

Na doenga falciforme, a hemoglobina livre no plasma se comporta como um DAMP
ativando o inflamassoma NLRP3. A abundancia do polimorfismo do NLRP3 Q705K na
populacdo geral (5 a 11%) e a evidéncia de que o SNP na regido ndo traduzida 3’ do gene
NLRP3 (3°’UTR) pode provocar desordens imunes levando a um pior ou melhor progndsticos
de doencas. Desta forma, faz sua investigagdo na doenca falciforme altamente relevante.

(101)

1.11- O Polimorfismo do Gene da Regido Codificadora do NLRP1

O gene que codifica a proteina NLRP1 esta localizado no cromossoma humano 17p13.2
e consiste de 18 exons. A clara conexdo entre autoimunidade e os inflamassomas estd bem
representada no polimorfismo do gene que codifica o NLRP1: SNP’s na regido codificadora
do NLRPI tem sido associados a vitiligo generalizado, vitiligo associado a doenca de
Addison, a diabetes tipo I, a lipus eritematoso sistémico, a doenca de Kawasaki, a doenca
celiaca, a artrite reumatoide, a esclerose sistémica e a doencas autoimunes da tiredide. (102).
Entretanto, os mecanismos pelos quais os SNP’s do NLRPI influencia autoimunidade
permanecem ainda obscuros; entretanto, recentes estudos () encontraram que a autoimunidade
associada aos SNP’s do NLRP1 podem levar ao maior processamento de IL-18 em resposta a

estimulos inflamatorios.(103)

1.12- Os Polimorfismos dos Genes das Regides Codificadoras das Citocinas IL-18 E IL-18

Um dos mais importantes mediadores de inflamacao provem da familia das interleucina 1
(IL-1). As proteinas da familia das IL-1 sdo citocinas que ampliam a cascata inflamatoria por
ativar c€lulas T (Thl e Th2), regulando a manifestacdo de moléculas de adesao e induzindo a
producao de outras citocinas proinflamatoérias e proteinas associadas.(104) No cluster do gene
da IL-1, no braco longo do cromossomo 2 (2q12-q13) hé trés locus que codificam trés genes
relacionados: IL-1a (codificada pelo gene IL1A), IL-18 (codificada pelo gene IL1B) e IL-1Ra
(codificado pelo gene IL-1RN). A IL-18 faz parte da familia da IL-1, no entanto o locus
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genético da producao desta proteina esta localizado no cromossomo 11 (11q22.2-q22.3).(105)
As citocinas ( IL1-a, IL-B e IL-18) desta familia sdo produzidas por células do sistema imune
adquirido (linfocitos) e também por células do sistema imune inato (macrofagos, mastocitos e
mondcitos) no local da inflamagdo.(106) Além da compartilhar a homologia estrutural de suas
moléculas e das células sanguineas em que sdao produzidas, a IL-18 e IL-18 também
compartilham o processamento dos seus precursores pela enzima caspase 1, produto final

apo6s a formagao da plataforma do inflamassoma NLRP3.(107)

O perfil genético tem uma importante influéncia na fungdo e producao das citocinas, o
qual podem ser atribuidas a uma variabilidade genética na totalidade do gene, incluindo a
regido codificadora, associada com apropria estrutura da citocina e das regides regulatorias,
tal como das regidoes promotoras que podem influencia na transcrigdo genética e da regiao nao
traduzida 3’°, o qual tem uma influéncia pos-trasncricional na producao da citocina. Muitos
trabalhos tem focado no estudo na variabilidade genética na regido promotora dos genes das
citocinas, particularmente na identificacdo de SNPs, o qual podem afetar a expressdao genética
como um todo, a secre¢ao de citocinas, tanto in vivo como in vitro, estar envolvido na

suscetibilidade de doengas imunoinflamatdrias e infecciosas. (108)(109)(110)

Em um estudo de Pontillo e colaboradores (2012) envolvendo pacientes infectados por
Plasmodium vivax sintomaticos na Regido Amazonica, foi realizada a genotipagem de 10
polimorfismos associados aos genes pertencentes ao complexo inflamassoma, dentre eles o
polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP) rs1143634 no gene da IL-1P, no qual notou-se que
a presenca deste polimorfismo que estava associado a diminui¢do da carga parasitaria.(111)
Estudos associaram os polimorfismos do gene da IL-1B8 com o aumento de risco de
desenvolver gastrite, ulcera péptica, cancer e cancer cervical.(112)(113) Ha indicios de que a
IL-18 estd envolvida também com doengas neurodegererativas, tanto agudas como cronicas,

tais como isquemia, convulsdes, esclerose multipla, além de doenga de Alzheimer(114)

Com o objetivo de explorar se polimorfismos no gene da IL-18 tem alguma influéncia na
apresentacao clinica de paciente com hepatite B, Karra e colaboladores (2015) demonstraram
que dependendo da regido promotora em que ocorre o SNP ha efeito protetor ou nao do
organismo a infec¢do viral.(115) Trabalhos semelhantes sugerem a progressao do cancer oral

e suscetibilidade de mal de Alzheimer frente a polimorfismo da IL-18.(116)(106)(105)
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Em intimeros estudos envolvendo polimorfismos no gene da citocina IL-13 e IL-18 e seu
impacto nas mais variadas doengas humanas, observa-se também a importancia do mesmo no

percurso clinico da anemia falciforme.



53

2- JUSTIFICATIVA

Dado a importante atuacdo que o sistema imune pode exercer na variabilidade de
apresentacao clinica dos pacientes falcémicos, a maior compreensao da atuacdo destes
mecanismos ¢ essencial. Considerando a grande incidéncia da anemia falciforme no Brasil,
avangos no entendimento de fatores moduladores da gravidade e da apresentacao clinica que a
doenca apresenta ha grande impacto em politicas publicas de atendimento aos pacientes via

Sistema unico de Saude (SUS).

Com o emprego de técnicas de biologia molecular, a identificacdo de polimorfismos de
nucleotideo tinico (SNPs) em inflamassomas e em citocinas vem somar ao conhecimento ja
adquirido da apresentacdo clinica, estabelecendo sua correlagdo com o progndstico. A
abundancia do polimorfismo do NLRP3 Q705K na populacao geral (5 a 11%) e a evidéncia
de que o SNP na regido nao traduzida 3° do gene NLRP3 (3°’UTR) pode provocar desordens
imunes levando a um pior ou melhor progndsticos ja foram estudadas em diversas outras
doencas inflamatoérias. O mesmo ocorre com os SNP’s do NLRP1 que estd associado a
doencas como vitiligo, diabetes tipo 1, lupus eritematoso sistemico, doenca de Addison,

esclerose multipla e artrite reumatoide.

Na anemia falciforme, uma doenga inflamatéria cronica, o heme livre no plasma se
comporta como um DAMP ativando o inflamassoma NLRP3 resultando na liberacao de
citocinas IL-18 e IL-18. Nao ha estudos sobre o impacto do polimorfismo dos inflamassomas
NLRP3 e NLRP1 na anemia falciforme e poucos artigos ligam as associacdes entre os
polimorfismos dos genes das IL-18 e IL-18 e a apresentacao clinica da doenca(117). Deste
modo, o conhecimento deste mecanismo de atuacdo na doenga permitird o manejo mais

adequado e individualizado do paciente.
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3- OBJETIVOS

3.1- OBJETIVO GERAL

Caracterizar os polimorfismos dos genes dos receptores dos inflamassomas NLRP1 e
NLRP3 e das interleucinas IL-1B e IL-18 e suas relagdes com o escore de gravidade em

portadores de anemia falciforme.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a frequéncia de polimorfismo dos genes dos inflamassomas NLRP1 e
NLRP3 em pacientes portadores de anemia falciforme;

* Determinar a frequéncia dos polimorfismos dos genes das interleucinas IL-18 e IL-18
em pacientes portadores de anemia falciforme;

* Avaliar a influéncia do polimorfismo dos genes dos inflamassomas NLRP1 ¢ NLRP3
e do polimorfismo dos genes das interleucinas IL-18 e IL-18 na apresentagdo clinica

da doenca nos pacientes portadores de anemia falciforme
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 — Modelo de Estudo

Trata-se de um estudo descritivo do tipo transversal que tem como objetivo analisar a
frequéncia dos polimorfismos no gene do receptor dos inflamassoma NLRP1 e NLRP3 e dos
polimorfismos dos genes da IL-1p e IL-18 em pacientes com anemia falciforme (HbSS) e
estabelecer a associacao dessas modificagcdes genéticas com dados clinicos e laboratoriais € o

escore de gravidade dos pacientes do estudo.

4.2 — Tamanho amostral

O tamanho amostral da pesquisa foi realizado por conveniéncia, uma vez que nao ha

estudos epidemiologicos publicados em nossa regiao caracterizando a populagao de interesse.

4.3 - Populagao do Estudo

O HEMOAM a tnica instituicdo publica responsavel pelo atendimento de pacientes com
doencga falciforme no Estado do Amazonas. Este atendimento ¢ realizado através de consultas
ambulatoriais regulares e de internagdes no setor de emergéncia para o tratamento de crises e
outras complicacdes inerentes a doenca. Os pacientes em estado estacionario com o0
diagnostico ja estabelecido de anemia falciforme (HbSS) sdo acompanhados por meio de

consultas pré-agendadas nos ambulatorios nos turnos da manha e da tarde.

Foi estudado uma coorte de 21 pacientes em estado estacionario da anemia falciforme
(HbSS) desta instituicdo no periodo de maio a julho de 2017. A figura 17 sumariza a
estratificacdo deste grupo de estudo. Os pacientes em estado estaciondrio de anemia
falciforme (HbSS) foram abordados a participar do estudo quando em sua consulta
ambulatorial pré-agendada. A coleta de dados e amostra biologica dos individuos do grupo
controle foi realizada apos assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

na Fundagdo Hospitalar de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM, onde
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foram abordados apds passarem pelas triagens hematologica e clinica (entrevista) e quando

estavam na sala de doacao.

Fundacdo Hospitalar de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas
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Individuos com Doenca Falciforme *

02 individuos com R-talassemia

08 individuos com Hb C
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Figura 17 — Fluxograma do desenho do estudo; * Banco dados de Purim Cesar (2017)."'®
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4.4 — Critérios de Inclusao e Exclusao

Para os individuos com anemia falciforme (HbSS), Os critérios de inclusao adotados
foram: Individuos de ambos os sexos, atendidos no ambulatério da FHEMOAM, com idade
entre 18 e 65 anos, com gendtipo confirmado de homozigoto para a presenga de hemoglobina
S (HbSS), informacao esta obtida no prontuario do paciente. Como critérios de exclusao
foram utilizados os seguintes parametros: Mulheres gravidas e/ou individuos com outras
doencas infecciosas ou hematologicas. A exclusao da faixa etaria de menores de 18 anos deu-
se ao fato de que toda pesquisa a ser realizada com essa faixa etaria anos necessita de
consentimento por escrito de seu responsavel, segundo o art. 3° das Diretrizes ¢ Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos§ (Resolugdo n° 196/96 do
Conselho Nacional de Saude)(119). Como esse projeto faz parte de um projeto maior
intitulado “Potenciais Biomarcadores celulares e soluveis associados a diferentes haplotipos

e fenotipos de anemia falciforme”, este ndo inclui o estudo desta faixa etdria na pesquisa.

Para individuos do grupo controle, foram incluidos aqueles que passaram pelos trés
protocolos de triagem presente no FHEMOAM e apos os exames soroldgicos serem

avaliados:

* Triagem hematologica

A Triagem Hematologica inclui, normalmente, a realizacdo de um teste denominado
hematocrito para se determinar se o doador tem anemia, a aferi¢do da pressao arterial e

verificacao do peso e da altura do potencial doador voluntario de sangue.

* Triagem clinica — Entrevista

A entrevista visa determinar se o individuo ¢ saudavel, ndo portador de doenga que o
incapacite permanente ou temporariamente a doagao, nao esteja usando drogas, medicamentos

ou vacinas, nao tenha se submetido a procedimentos cirtirgicos recentemente.

* Triagem laboratorial

Apos a coleta, a bolsa contendo o sangue do doador fica armazenada até a sua liberagao
pelo Laboratorio de Sorologia. Testes sdo realizados para a classificacdo sanguinea ¢ a
deteccao de doengas transmissiveis, os quais sao feitos através de exames laboratoriais de alta

sensibilidade. Os testes obrigatorios (segundo a Anvisa — RDC 57 de 16 de Dezembro de
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2010 e portaria 1.353 de 13 de junho de 2011) sdao: HIV, HTLV I/Il, Hepatite B, Hepatite C,
Doenga de Chagas e Sifilis.

4.5- Aspectos Eticos da Pesquisa

Esse projeto faz parte de um projeto maior intitulado “Potenciais Biomarcadores
celulares e soluveis associados a diferentes haplotipos e fenotipos de anemia falciforme”. O
mesmo foi aprovado pela Comité de Etica em Pesquisa da fundagdo Hospitalar de
Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas (CEP-HEMOAM) com o numero CAAE
56413316.9.0000.0009.

Todos os participantes foram previamente esclarecidos sobre a importancia deste estudo,
e autorizaram a sua participacao por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice 1).

4.6- Procedimentos

4.6.1- Coleta de Dados e do Material Biologico

A coleta de dados clinicos e demograficos foi realizada através de entrevista apos o
atendimento ambulatorial dos individuos com anemia falciforme (HbSS) na FHEMOAM,
Estes pacientes foram abordados e convidados a participar da pesquisa. No aceite, assinaram
em o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) sendo em seguida aplicado o
questionario (Apéndice 2) que incluem informagdes consideradas relevantes para a obtencao
de um perfil clinico e amplo da anemia falciforme (HbSS) da populagdo de estudo. Neste
questionario, os dados de interesse para este estudo incluem:

* Dados demograficos.

* Aspectos socioecondmicos,

* Sintomatologia.

* Quantidade de transfusdes sanguineas e reacao transfusional.

* Dados referentes aos medicamentos usados para o tratamento da doenca.

Em seguida foi agendada, conforme a disponibilidade do paciente, a coleta do material
biologico (sangue) no Bloco A da FHEMOAM. 12 ml de amostra de sangue venoso periférico

foi coletada por pun¢ao e armazenada em tubos com sistema a vacuo contendo EDTA (BD
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Vancutainer® EDTA K2), Citrato de Sédio (BD Vancutainer® de Citrato de Sodio
Tamponado), gel separador (BD Vacutainer® gel separador) para a realizacdo de exames
hematoldgicos, polimorfismos do gene do receptor de inflamassoma NLRP3 (rs35829419 e
rs10754558) e NLRP1 (rs26770660 e rs70754558) e polimorfismos dos genes das citocinas
IL-1p (rs187238) e IL-18 (rs16944).

4.6.2 - Calculo do Escore de Gravidade

O escore de gravidade dos pacientes com anemia falciforme (HbSS) deste estudo ja foi

estabelecido através do trabalho de Purim Cesar apresentado nesta instituicao em Abril/2017.
(118)

4.6.3- Extracao do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi obtida das amostras do sangue periférico de leucécitos
dos pacientes com anemia falciforme (HbSS) e do grupo controle. Utilizou-se o Kit Ilustra
Blood GenomicPrep Mini Spin (cat 28-9042-65, GE Healthcare) seguindo as orientagdes
descritas no protocolo do fabricante. Apds a extragdo as amostra foram quantificadas em
equipamento NanoDrop 2000¢ (Thermo Fisher Scientific Inc.) para a andlise de concentragao
dos acidos nuclé€icos e seu grau de pureza, sendo em seguida congeladas a uma temperatura

de -20° C.

4.6.4- Deteccao do Polimorfismo do Gene da Interleucina IL-18 (SNP: rs187238; regiao do
gene: -137 G/C) e do gene IL-1B (SNP: rs187238) pela Técnica PCR-RFLP

Apos a extracdo do DNA gendmico e sua quantificagdo para a analise da concentragdo de
acidos nucleicos e de seu grau de pureza em indices devidamente adequados (item 4.5.3), as
amostras passaram por um processo de amplificacdo da regido de interesse pela técnica de
PCR-RFLP descrita por Folwaczny e colaboradores (2005), modificado por Kumar e
colaboradores (2014).
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A composi¢ao do Mix para a PCR dispunha de :
e 17,3 uL de H,0 (agua) MiliQ;

2,5 uL de tampao de reacao 10x;
17,3 uL de MgCL2;

0,5 pL de primer IL-18F;

0,5 puL de primer IL-18R;

0,2 uL de Taq polimerase;

Apos homogeneizar 1,0 ul. de DNA extraido e 24 pL. do Mix de PCR, as amostras foram
levadas ao termociclador, para a amplificagdo do gene de interesse, e sua programacao foi

elaborada conforme descrita no Quadro 5.

O reagdo de PCR compreendeu no primeiro passo de desnaturagao da dupla fita de DNA
pela Taq polimerase ativada a temperatura de 95°C no qual esse primeiro ciclo teve a
dura¢do de 15 minutos. Seguido por 35 ciclos de desnatura¢do a uma temperatura de 95°C por
30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 90 segundos. A
extensdo final foi conseguida a uma temperatura de 72°C e as amostras foram congeladas a

4°C.

Primes especificos foram utilizados para a amplificagdo do polimorfismo da regido -137 e

estdo listados na Tabela 5.

Quadro 5 - Programagdo do termociclador para amplificacdo das

amostras de DNA

Temperatura Tempo Ciclo
95°C 15°:00” 1°
94°C 0:30”
60°C 0:30” 35
72°C 0:90”
72°C 10:00” 1°

4°C o 1°
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Tabela 5- Descricdo dos Primers, utilizados para a amplificagdo por PCR e tamanhos dos
fragmentos que deverdo ser obtidos apds a PCR e reacdo de restricdo (RFLP) a uma
temperatura de pareamento de 60°C.

IL! LSR? /ER’ Primers Sequéncias 5° > 3’ PCR  RFLR
IL-18-F CACAGAGCCCCAACTTTTTACGGCAGAGAA 155pb
IL-18  1s187238/ Mboll 155pb
IL-18-R  GACTGCTGTCGGCACTCCTTGG 116pb
IL-IBF  TGGCATTGATCTGGTTCATC
IL-18 rs16944/Aval IL-1BR  GTTTAGGAATCTTCCCACTT 304pb  190pb
104pb

1. Interleucina; 2. Localizagao dos sitios de restri¢ao; 3. Enzima de restricao.

A composi¢ao do Mix da Reacgado de Restricdo dispunha de:
e 7,7 uL de H20 (4gua) MiiQ;
e 2,0 uL de tampao 10x Buffer4;
* 0,3 uL de Enzima Mboll

Foram adicionados 15,0 pL. dos produtos da amplificagdo do PCR em 10,0 pL do Mix
das Reacgdo de Restricdo. Os produtos da amplificacdo foram clivados pela enzima Mboll
(enzima de restri¢do) a uma temperatura de 60°C, para a detecgio do polimorfismo na regido
do gene -137. A digestao com essa enzima de restricdo produziu fragmentos com tamanhos
que correspondem a de 155 pb (para o alelo C); fragmentos de 116 pb (para o alelo G). estas

amostras foram incubadas no termobloco e deixados por 4 horas a 37°C.

Para a determinagdo dos genotipos, as amostras foram analisadas por eletroforese em um

gel de agarose a 2,5% corado com Brometo de etideo.

Para andlise da IL-18, em casos de individuos homozigdticos para o alelo C (C/C),
somente uma banda do produto da PCR de 155 pb esta presente. Em individuos homozigotos
para o alelo G (G/G), uma banda do produto da PCR de 116 pb esta presente. Em individuos
heterozigoticos (G/C), duas bandas (155 pb e 116 pb) estdo presentes.
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Para analise da IL-1B, em casos de individuos homozigéticos para o alelo T (T/T),
somente uma banda do produto da PCR de 304 pb esta presente. Em individuos homozigotos
para o alelo C (C/C), uma banda do produto da PCR de 104 pb esta presente. Em individuos
heterozigodticos (C/T), duas bandas (190 pb e 104 pb) estdo presentes.

4.6.5- Deteccao do Polimorfismo do Gene NLPR1 (SNP: rs12150220; SNP: rs2670660) e
NLPR3 (SNP: rs10754558; SNP: rs35829419) pela Técnica PCR de em tempo real qPCR)

Os polimorfismos do gene do receptor NLRP3 e NLRP1 foram feitos pela técnica de
PCR em tempo real por meio dos ensaios TagMan comercial (C 25648615 10;
C 26052028 10; Applied Biosystems) com as sondas especificas para os SNPs mostrados no
Quadro 6. As sondas possuem componentes fluorescentes e sdo capazes de reconhecer
sequencias dos polimorfismos nos fragmentos de DNA amplificado durante a qPCR. Os
iniciadores e o protocolo que serdo utilizados na qPCR, estdo descritos por Pontillo et al.,
(2012,2013 e 2015).

Para a reagdao de PCR foi utilizado o termociclador da Applied Biosystems (StepOne
plus® 96 Well Thermal Cycler, Carlsbad,USA), primers e sondas especificos contidos nos

ensaios para cada gene (Quadro 6).

Quadro 6- Descri¢ao dos genes, referéncia dos SNPs, localizagdo e kit de ensaio para

genotipagem.
A . Kit de
Referéncia .~ .. .
Gene Localizagao/ Sequéncia da Sonda [VIC/FAM] genotipagem de
do SNP (rs) .
ensaio TagMan
NLRP3 Chr.1: 247588858
1s35829419 GGAAGGCCGACACCTTGATATGGTG[A/CIAGTGTGT | C 25648615 10
0705K CCTCCCAAGCTCCTCTCA
NLRP3 Chr.1: 247612036
) rs10754558 GACAATGACAGCATCGGGTGTTGTT[C/G]TCAT | €_26052028_10
3’UTR CACAGCGCCTCAGTTAGAGGA
Chr.17: 5582047
NLRP1 rs12150220 GGAGCTTGGAAGAGCTTGGTAGAGG[A/T]GTG | C__ 1600653 10
AGGCAGAGATTTCTGGGGGGAA
Chr.17: 5615686
NLRP1 rs2670660 ACAAGTGATCTACCAGTCTTTTAAA[A/G]TTCT | C__ 1600689 10
ATTATTAAAACCCAAACATGC
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4.6.6— Analise Estatistica

Os dados foram apresentados por meio de graficos e tabelas, onde se calculou as
frequéncias absolutas simples e relativas para os dados categoricos. Na andlise dos dados
quantitativos, quando aceita a hipotese de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk, foi
calculada a média e o desvio-padrao (Dp), ja no caso da rejei¢ao da hipotese de normalidade
foi calculada a mediana e os desvios quartis (Q;). Na comparacao das medianas em relagdo as
variaveis categoricas foram aplicados os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis. Na analise da associacdo entre os dados clinicos ¢ a classificacdo do escore de
gravidade foi aplicado o teste exato de Fisher. Ja na analise da correlacdo entre as variaveis
quantitativas foi calculado o coeficiente de correlagao de Spearman (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise da maioria dos dados foi o programa Minitab versao
17 para windows e o nivel de significancia fixado na aplicagdo dos testes estatisticos foi de

5%.
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5- RESULTADOS

5.1— Caracteristicas Demograficas

Foram analisados um total de 21 individuos portadores de Anemia Falciforme (Hb SS)
e 50 individuos do grupo controle, sendo o grupo controle usado somente para analises
comparativas dos polimorfismos dos genes estudados. A tabela 6 mostra a os dados

demograficos dos individuos portadores de anemia falciforme.

Tabela 6- - Caracteristicas demograficas dos individuos

portadores de anemia falciforme na populacao de estudo

Caracteristicas demograficas fi %
(n=21)
Género
Masculino 15 71,4
Feminino 6 28,6
Idade (anos)
20 |--- 30 9 42.9
20 |--- 30 8 38,1
40 |--- 50 4 19,0
Média + Dp 31,5+94
Naturalidade
Manaus 8 38,1
Interior do AM 4 19,0
Outros Estados 9 429

Estado civil

Solteiro 13 65,0
Casado/Unido estavel 5 25,0
Divorciado 2 10,0
Raca
Branca 1 53
Parda 16 84,2
Negra 2 10,5

fi= frequéncia absoluta simples; Dp= desvio padao.
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A faixa etaria etaria em geral foi de aproximadamente 31 anos. Em relacdo ao género,
houve maior predominio do sexo masculino (71,4%). Individuos provenientes de outros
estados que fazem o seu tratamento e acompanhamento na FHEMOAM foram maiores
(42,9%) quando comparados aqueles que sdo naturais da capital do estado do Amazonas. A
rande maioria se declarou solteiro (65%) e a raca parda € mais prevalente entre os individuos

do estudo (84,2%).

5.2 — Caracteristicas Socioecondmicas

Mais da maioria dos individuos tem o ensino fundamental (56,2%), tem renda familiar
que varia de 1 a 3 salarios minimos (70,6%) e a média do nimero de pessoas residentes no

municipio foi de 3,3 = 1,6. (Tabela 7)

Tabela 7- Caracteristicas socioeconomicas dos individuos
portadores de anemia falciforme na populagdo de estudo

Caracteristicas sdcioeconomicas  fi %
(n=21)

Escolaridade
Ensino fundamental 6 37,5
Ensino médio 9 56,2
Ensino superior 1 6,3

Renda (em salarios minimos)

1[|---3 12 70,6
31]---10 3 17,6
Nao sabe 2 11,8

Nuimero de moradores no

domicilio
1]---2 6 70,6
3]--4 10 17,6
5]--7 3 84,2
Média + Dp 33+1,6

fi= frequéncia absoluta simples; Dp= desvio padao.



5.3— Caracteristicas laboratoriais dos pacientes portadores de anemia falciforme

Os parametros hematoldgicos das células da série vermelha e branca dos
pacientes portadores de anemia falciforme sao demostrados na figura 18. Como pode
ser observado, em média, o0s pacientes apresentam uma anemia normocromica-
normocitica ( valor médio da hemoglobina de 7,5 g/dL — Vr. 13 a 16 g/dL; com
valores médios de VCM de 100,0 fl - Vr. 80 a 100 f1 ; e HCM de 34 g/dL - Vr. 26 a
34 g/dL). A média do valor RDW (18,3 % - Vr. 11,5 a 15%) estd aumentado
indicando uma anisocitose. A contagem de leucocitos estd dentro dos valores
normais de referéncia ( média de 6,3 x 10e3/uL — Vr. 5000 a 10000 10e3/uL) e ha
uma leve plaquetose (média de 420 10e3/uL — Vr 140 a 400 10e3/uL).
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Figura 18 - Mediana dos parametros laboratoriais hematologicos de células da
série branca e vermelha dos individuos portadores de anemia falciforme na
populagado de estudo.
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5.4— Caracteristicas laboratoriais dos pacientes portadores de anemia falciforme e dos
pacientes sadios.

Tabela 8 - Mediana dos exames laboratoriais dos pacientes portadores de anemia

falciforme e do grupo controle (pacientes saudaveis) da populagdo de estudo

Grupo
Caso Controle

Exames laboratoriais Q; — Mediana — Q; Q; — Mediana — Q;

P
Leucocitos (10 e3/uL) 6,0 -6,3-8.,2 54-63-70 0,487
Neutroéfilos (%) 45,4 —-51,6 — 55,5 50,1 —56,4—-61,6 0,001
Linfocitos (%) 29,7-33,9-393 26,4 —-29,7-343 0,008
Mondcitos (%) 45-53-17,7 5,1-59-6,6 0,904
Eosinofilos (%) 3,0-4,4-6,1 2,1-3,1-5.8 0,418
Hemoglobina (g/dL) 6,9-7,5-8,0 13,6 — 14,9 — 16,0 <0,001
Hematdcrito (%) 21,7-23,8 -24,6 40,6 —43,7—-47,2 <0,001
VCM (fL) 93,6 —100,8 - 111,9 85,0 - 87,8 -90,4 <0,001
HCM (pg) 30,4 -34,0-36,9 29,0 -29,7-30,5 <0,001
CHCM (g/dL 32,2-33,4-34,5 33,1 -34,0-34,6 0,150
RDW (%) 17,3-18,3-19,8 13,0-13,7-13,9 <0,001
MPV (fL) 6,3—-6,8 8,2 7,1-8,1-8,6 <0,002
Plaquetas (10 e3/uL) 362 —420 - 533 216 —244 - 281 <0,001

Na anélise da Tabela 8 observa-se que houve diferenca estatistica entre as
medianas do grupo dos casos em relacdo aos do grupo controle na série
vermelha (hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, RDW, MPV e Plaquetas) e

na série branca (especificamente no diferencial de neutréfilos e linfocitos).
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5.5— Informacdes sobre o diagnoéstico inicial e complicagdes em individuos portadores de
anemia falciforme

No contexto do diagnoéstico inicial da anemia falciforme, mais da maioria (58,8%) do
universo de individuos que souberam referir a este inquérito, foram diagnosticados com
menos de 5 anos de idade e referiram as complicagdes da doenga como a causa da procura
pelo diagnostico. O FHEMOAM destaca-se pelo centro em que foi feito o diagndstico.
(Tabela 9)

Tabela 9 - Informacdes sobre o diagndstico inicial € complicagdes da anemia falciforme
na populacao de estudo.

Informacdes sobre o diagnéstico inicial e fi %

complica¢des da anemia falciforme (n=16)

Idade do diagndstico em anos (n=17)

<1 6 35,3
1|---5 4 23,5
51]---10 3 17,7
10 |--- 20 1 5,9
20 |--- 40 3 17
Q; — Mediana — Q; 0,0-1-9,0
Contexto da suspeita diagndstica
Complicagdes 15 93,8
Triagem 1 6,2
Local do diagnéstico
Hemoam 9 56,2
Outro local 7 438

O universo de individuos (n) inclui aqueles que souberam referir sobre o inquérito no
contexto do diagnostico da doenga e sobre suas as complicacdes.
fi= frequéncia absoluta simples; Dp= desvio padao; Q; = quartis.
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Quanto as complicagdes inerentes a fisiopatologia da anemia falciforme, hd destaque
para a colelitiase (56,2%) que acometeu mais da metade do universo dos entrevistados. Um
dado importante na caracterizacao clinica de pacientes com anemia falciforme € o nimero de
crise vaso-oclusivas nos ultimos 12 meses. A frequéncia desta e de demais complicagdes €

mostrado na tabela 10.

Tabela 10 - Informagdes sobre complicagdes da anemia falciforme na populacio de

estudo

Informacdes sobre o diagnéstico inicial e fi %

complica¢des da anemia falciforme (n=16)

Crises vaso-oclusivas nos tltimos 12 meses S
0 4 25,0
l1a3 7 43,8
546 4 25,0
7a10 1 6,2
Q; — Mediana — Q; 0,5-2,0-5,0
Ulceras de perna 6 37,5
Priapismo (n=15) 2 12,5
Colelitiase 9 56,2
Sequestro esplénico 5 31,2
AVC isquémico 1 6,2
Osteonecrose da cabecga do fémur 4 26,7
Uso de Hidroxiuréia (n=20) 18 90,0

5.6— Informacgodes sobre os valores da mediana da hemoglobina fetal e da hemoglonina S em
individuos portadores de anemia falciforme

Considerando os valores da hemoglobina fetal (Hb F) e da hemoglobina S (Hb S) como
fatores moduladores da gravidade da evolucdo clinica de individuos portadores de anemia
falciforme, optamos por avaliar a mediana de seus valores na populagao de estudo. O valor
médio da hemoglobina fetal nos pacientes foi de 7,6% e de hemoglobina S foi de 85,4%

(figura 19)
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Figura 19 - Valores da mediana da hemoglobina fetal (HbF) e Hemoglobina S

(HbS) dos individuos portadores de anemia falciforme na populagdo de estudo.

5.7— Correlagdo entre marcadores classicos de gravidade de individuos portadores de anemia
falciforme

Considerando a importancia da hemolise na fisiopatologia da anemia falciforme,
também optamos por avaliar se a contagem de reticuldcitos apresenta correlagdo estatistica
com outros biomarcadores laboratoriais (hemoglobina fetal, leucécitos e plaquetas). Também
avaliamos se os valores da hemoglobina fetal tem correlagdo com a quantidade de leucdcitos e
plaquetas. O coeficiente de correlagdo (r) entre reticuldcitos e a hemoglobina fetal foi de r=-
0,72; entre reticuldcitos e leucdcitos foi de r=-0,07; entre reticulocitos e plaquetas foi de
=0,15. O coeficiente de correlagao entre hemoglobina fetal e leucocitos foi de r=-0,44; ente

hemoglobina fetal e plaquetas foi de r=-0,13. (figura 20)



71

0 10 20 4 8 2 300 600 900
: : r=-0,72 (p=0,002) r=-0,07 (p =0,803) r=0,15(p=0,572) 40
Reticuldcitos (%) . . . . . .
~8__ e . l - - -_ s =
- r "’u.___x é R, T ) * BT .
., Fen il o e o 2 ? e

r=- = =.0,13(p = 0,61
044(p=0076) | r=-0.13(p=0615) "
L

Hemoglobina fetal (%) %

. " e, . )
10
. -t . . .,
e % . «*! -
0
r=0.27 (p=0.229)
Leucdcitos (10 e3/pL) *
- . -
— % Yo® Voo == = 6
..
r = coeficente de correlagido de Spearman 2
Valor de p < 0,05 indica coeficiente de correlagado diferente de zero. Plaguetas (10 e3/uL)

Figura 20 - Correlacdo entre a contagem de reticulocitos e biomarcadores
laboratoriais nos individuos portadores de anemia falciforme na populacao de
estudo.

5.8- Anédlise do escore de gravidade e sua associagdo com marcadores laboratoriais e clinicos
em individuos portadores de anemia falciforme

O escore de gravidade foi estabelecido na populacao de estudo utilizando informagdes
das variaveis clinicas e laboratoriais (varidveis estas descritas no Quadro 3) presentes nos
prontudrios dos individuos e inserindo os valores na calculadora (disponivel no

http://www.bu.edu/sicklecell/downloads/projects) . Este modelo considera o risco de morte

em 5 anos como escore de gravidade da AF e estabelece a faixa de risco que varia na faixa de

0 (pouco grave) a 1 (muito grave).

Com o objetivo de classificar o escore de gravidade dos individuos dentro de um
fendtipo de classes (Leve, Intermedidria ou Grave) foi utilizada uma faixa de escore
estabelecida por Sebastiani e colaboradores (2007)Y e adaptada ao nosso estudo. A
classificacdo foi baseada na observagdo de que o escore de gravidade tem uma curva em

forma de “U” que sofre mudancas de acordo com a idade da populagdo em que ¢ aplicada.

Portanto, os escores <0,4 sdo classificados como “Leves”, independentes da idade do
individuo. Os escores >0,8 para pacientes com idade >40 anos e escores 20,6 para pacientes

<40 anos sao considerados “Graves”. Para pacientes>40 anos, o escore >0,8 foi considerada
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“Grave” para reduzir o risco uma classificacao equivocada. Os escores que nao correspondem

a “Leve” ou “Grave” sdo classificados como “Intermediario” (Figura 21.)

Age > 40 years
0.1 102 03 |04 0401 7
severity score
Age < 40 years
0.1 02]03]04] 040
severity score
MFIJH:{I\

Figura 21 - Faixa dos escores de gravidade para classificagdo dos
fendtipos de acordo com a faixa etaria em “Leve”, “Intermediaria”e
“Grave”
Fonte:
Cameron BF, Christian E, Lobel JS, Gaston MH. Evaluation of clinical
severity in sickle cell disease. J Natl Med Assoc [Internet]. 1983 May
[cited 2017 Aug 15];75(5):483—7. Available from:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6864827
Apos determinar o fenotipo de gravidade na nossa populacdo de estudo, encontramos

que 33,3% tem fendtipo intermediario, 5,6% tem fenotipo leve e 61,1% tem fendtipo grave.

(figura 22)

5,6%
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mleve wintermediaria mGrave

Figura 22 - classificacdo do fendtipo de gravidade com
base no escore de risco nos individuos portadores de anemia
falciforme na populagao de estudo.



Tabela 11 - Mediana dos exames laboratoriais dos pacientes portadores de anemia
falciforme em relagdo a classificacdo segundo o fendtipo de gravidade da

populagdo de estudo

Grupo
Leve/Intermediaria Grave

Exames laboratoriais Q; — Mediana — Q; Q; — Mediana — Q;

p*
Reticulocitos(%) 5,7-22,4-32 13,1-14,6 - 18,8 0,660
Hemoglobina (g/dL) 6,8-8,4-9,0 72-75-19 0,586
Hematdcrito 22,5-24,5-28,5 21,7-23,5-243 0,113
Leucocitos (10 e3/uL) 4,5-6,0-8,2 6,0 —6,3—8,0 0,751
Hemoglobina fetal (%) 2,8-11,6-13,4 32-69-12,2 0,525
Hemoglobina S (%) 82,5 -85,4-93,0 72,8 — 84,8 — 89,7 0,447
Plaquetas (10 e3/uL) 200 —339- 384 381 —424 - 562 0,026

Qi = quartis; * Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

Valor de p em negrito italico indica diferenca estatistica com nivel de 5% de significancia

De acordo com a tabela 11 ndao houve diferenga estatistica entre os valores das
medianas de reticuldcitos, hemoglobina, hematocrito, leucdcitos, hemoglobina fetal e
hemoglobina S em relagdo a classificacdo segundo o fenotipo de gravidade
(leve/intermedidria versus Grave). A unica variavel laboratorial em que pode ser

observada diferenca estatistica foi no valor da mediana da contagem de plaquetas.

Como demonstra a Tabela 12, podemos observar que nao houve diferenca
estatistica entre os valores das complicagdes clinicas (crises nos ultimos 12 meses,
ulceras de perna, priapismo, colelitiase, sequestro esplénico, AVC isquémico e
osteonecrose da cabeca do fémur) em relagdo a classificacdo segundo o fendtipo de

gravidade (leve/intermediaria versus Grave).
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Tabela 12 - Distribui¢do da frequéncia das complicagdes clinicas dos pacientes
portadores de anemia falciforme em relacdo a classificacdo segundo o fenotipo de
gravidade da populacao de estudo

Escore de gravidade

Complicagdes clinicas Leve/Intermediaria Grave
fi % fi % Total p*

Crise nos ultimos 12 meses 0,999

Sim 3 75,0 1 25,0 4

Nao 7 58,3 5 41,7 12
Ulceras de perna 0,606

Sim 3 50,0 3 50,0 6

Nao 7 70,0 3 30,0 10
Priapismo 0,500

Sim 2 100 - - 2

Nao 8 57,2 6 42,9 14
Colelitiase 0,999

Sim 6 66,7 3 33,3 9

Nao 4 57,1 3 42,9 7
Sequestro esplénico 0,999

Sim 3 60,0 2 40,0 5

Nao 7 64,6 4 36,4 11
AVC isquémico 0,375

Sim - - 1 100,0 1

Nao 10 66,7 5 33,3 15
Osteonecrose da cabega do 0,231
fémur

Sim 4 100,0 - - 4

Nao 6 54,6 5 45,4 11

fi= frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher.

5.9- Analise da frequéncia polimorfismos dos genes das interleucinas IL-18, IL-18 e dos
polimorfismos dos inflamossomas NLRP1 ¢ NLRP3 nos individuos portadores de anemia
falciforme

Os seguintes SNP’s foram genotipados com éxito: IL-18 (rs16944) em 18 amostras; IL-
1B (rs187238) em 19 amostras; NLRP1 (rs12150220) em 19 amostras; NLRP1 rs2670660 em
19 amostras; NLRP1 (rs2670660) em 19 amostras ¢ NLRP3 (rs35829419) em 19 amostras.
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Todos os SNPS’s apresentaram 2 genotipos homozigotos (um selvagem e um mutado) e 1
genotipo heterozigoto mutado; com excessao do NLRP3 (rs35829419) que apresentou 1
genotipo heterozigoto mutado ¢ um genotipo homozigoto selvagem. As frequéncias
genotipicas dos polimorfismos destes individuos portadores de anemia falciforme esta

sumarizada na tabela 13.

5.10- Andlise da frequéncia dos polimorfismos dos genes dos inflamossomas NLRPI e
NLRP3 no grupo de individuos portadores de anemia falciforme (caso) e no grupo de
individuos sadios (controle).

A tabela 14 demonstra que quando comparamos os valores de genotipagem dos SNP’s
dos genes dos inflamossomas NLRP1 e NLRP3 entre o grupo de pacientes e o grupo
controle ndo houve diferenca estatistica para os genes NLRP1 (rs12150220; rs2670660) e
NLRP3 (rs10754558; rs35829419)

Tabela 13 - Frequéncia genotipica dos polimorfismos dos genes dos
inflamassomas NLRP1 ¢ NLRP3 e dos genes das interleucinas IL-18
e IL-18 do grupo de pacientes portadores de anemia falciforme.

SNP’s fi %
IL-18 rs16944 (n=18)

C/IC 9 50,0

G/C 8 44,4

G/G 1 5,6
IL-18 rs187238 (n=19)

C/IC 4 21

C/T 12 63,2

T/T 3 15,8
NLRP1 rs12150220 (n=19)

A/A 7 36,8

A/T 8 42,1

T/T 4 21
NLRP1 rs2670660 (N=19)

A/A 7 36,8

A/G 10 52,6

G/G 2 10,5
NLRP3 rs10754558 (n=20)

C/IC 12 60,0

C/G 7 35,0

G/G 1 5,0
NLRP3 rs35829419 (n=19)

A/C 7 10,5

CcC 10 89,5

fi= frequéncia absoluta simples
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Tabela 14 - Distribui¢do da frequéncia dos polimorfismos dos genes dos
inflamassomas NLRP1 e NLRP3 dos individuos portadores de anemia

falciforme e dos individuos do grupo da populagao de estudo

Grupos
SNP’s Casos Controles
fi % fi %  Total p
NLRP1 rs12150220 0,857*
A/A 7 28,0 18 72,0 25
A/T 8 25,0 24 75,0 32
T/T 4 33,3 8 66,7 12
NLRP1 rs2670660 0,587*
A/A 7 33,3 14 66,7 21
A/G 10 27,8 26 72,2 36
G/G 2 16,7 10 83,3 12
NLRP3 rs10754558 0,662*
C/C 12 29,3 29 70,7 41
C/G 7 31,8 15 68,2 22
G/G 1 14,3 6 85,7 7
NLRP3 rs35829419 0,611**
A/C 2 40,0 3 60,0 5
CC 17 26,6 47 73,4 64

f; = frequéncia absoluta simples; * Teste do qui-quadrado; ** Teste exato de Fisher.

5.11 - Frequéncia dos SNP’s dos genes dos inflamossomas NLRP1 e NLRP3 e dos genes das
interleucinas IL-18 e IL-18 na classificagdo segundo o fenotipo de gravidade em individuos
portadores de anemia falciforme

Analisou-se frequéncia dos polimorfismos dos genes dos inflamossomas NLRPI e
NLRP3 e dos genes das interleucinas IL-18 e IL-18 na classificacdo segundo o fendtipo de
gravidade do grupo de pacientes portadores de anemia falciforme. Com excessao de 2 SNP’s

(IL-18-rs16944 e NLRP3 1s35829419), todos ou outros apresentaram 2 genotipos
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homozigostos (um selvagem e um mutado) e 1 genotipo heterozigoto mutado. As frequéncias

genotipicas destes SNP’s no escore de gravidade estd sumarizada na tabela 15.

Tabela 15 - Distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos dos genes dos
inflamossomas NLRP1 ¢ NLRP3 e dos genes das interleucinas IL-1B ¢ IL-18 dos
pacientes portadores de anemia falciforme em relagdo a classificagdo segundo o
fenétipo de gravidade da populacdo de estudo

Escore de gravidade

SNP’s Leve/Intermediaria Grave
fi % fi % Total p
IL-18 rs16944 0,329*
C/C 7 77,8 2 22,2 9
G/C 3 50,0 3 50,0 6
L-18 rs187238 R
C/C 3 75,0 1 25,0 4
C/T 7 63,6 4 36,4 11
T/T - - 1 100,0 1
NLRP1 rs12150220 R
A/A 3 50,0 3 50,0 6
A/T 4 57,1 3 42,9 7
T/T 2 66,7 1 33,3 3
NLRP1 rs2670660 R
A/A 3 50,0 3 50,0 6
A/G 4 50,0 4 50,0 8
G/G 2 100,0 - - 2
NLRP3 rs10754558 R
C/C 6 66,7 3 33,3 9
C/G 4 57,1 3 42,9 7
G/G - - 1 100 1
NLRP3 rs35829419 0,999*
A/C 1 50,0 1 50,0 2
CcC 8 57,1 6 42,9 14

fi = frequéncia absoluta simples; * Teste exato de Fisher; ** Nao foi possivel aplicar a
estatistica de teste devido as restricdes de Cochran (VIEIRA, 2004).

A Tabela 15 demonstra que quando comparamos os valores de genotipagem dos SNP’s
dos genes dos inflamossomas NLRP1 e NLRP3 e das interleucinas IL-18 e IL-18 entre o
grupo de pacientes € o grupo controle ndo houve diferenga estatistica para os genes dos
inflamassomas NLRP1 (rs12150220; rs2670660) e NLRP3 (rs10754558; rs35829419) e das
interleucinas IL-1B (rs187238) e IL-18(rs16944).
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5.12- Frequéncia dos SNP’s dos genes dos inflamossomas NLRP1 e NLRP3 e dos genes das
interleucinas IL-18 e IL-18 nos marcadores laboratoriais classicos de gravidade em individuos
portadores de anemia falciforme

Analisou-se frequéncia dos polimorfismos dos genes dos inflamossomas NLRPI e
NLRP3 e dos genes das interleucinas IL-18 e IL-18 no valor da mediana dos marcadores
laboratoriais classicos de gravidade em individuos portadores de anemia falciforme (série
vermelha: hemoglobina, hemaocrito, VCM, HCM, CHCM, CHr, HDW, reticul6citos, RDW;
e série branca: Leucdcitos (e seus diferenciais), plaquetas). Com excessao do SNP’s NLRP3
(rs35829419), todos ou outros apresentaram 2 gendtipos homozigostos (um selvagem e um
mutado) e 1 genotipo heterozigoto mutado. As frequéncias genotipicas destes SNP’s no valor
da mediana dos marcadores laboratoriais classicos de gravidade em individuos portadores de
anemia falciforme estd sumarizada nas figuras 23 a 28.

De acordo como observado na figura 23, ndo houve associagdo estatistica entre os
marcadores classicos de gravidade da anemia falciforme ¢ o SNP do inflamassoma NLRP3
(rs35829419).

De acordo como observado na figura 24, nao houve associagdo estatistica entre os
marcadores classicos de gravidade da anemia falciforme ¢ o SNP do inflamassoma NLRP3
(rs10754558).

De acordo como observado na figura 25, ndo houve associagdo estatistica entre os
marcadores classicos de gravidade da anemia falciforme e o SNP do inflamassoma NLRP1
(rs12150220).

De acordo como observado na figura 26, ndo houve associagdo estatistica entre os
marcadores classicos de gravidade da anemia falciforme e o SNP do inflamassoma NLRP1 (
1$2670660)

De acordo como observado na figura 27, s6 houve associagdo estatistica entre o HDW e
RDW e o SNP da IL-113 (rs187238)

De acordo como observado na figura 28, ndo houve associagdo estatistica entre os

marcadores classicos de gravidade da anemia falciforme e os SNP IL-18(rs16944).
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Todos os cruzamentos apresentaram p > 0,05 por meio do teste de Mann-Whitney.

Figura 23 - Mediana dos parametros laboratoriais hematologicos de células da série branca e
vermelha na populagao de estudo dos individuos portadores de anemia falciforme em relagao

ao polimorfismo do gene do inflamassoma NLRP3 rs35829419.
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Todos os cruzamentos apresentaram p > 0,05 por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Figura 24 - Mediana dos parametros laboratoriais hematologicos de células da série
branca e vermelha na populacdo de estudo dos individuos portadores de anemia
falciforme em relacdo ao polimorfismo do gene do inflamassoma NLRP3
rs10754558.
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Todos os cruzamentos apresentaram p > 0,05 por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Figura 25 - Mediana dos parametros laboratoriais hematoldgicos de células da série
branca e vermelha na populacdo de estudo dos individuos portadores de anemia
falciforme em relagdo ao polimorfismo do gene do inflamassoma NLRP1
rs12150220.

NLRP1 rs2670660
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Todos os cruzamentos apresentaram p > 0,05 por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Figura 26 - Mediana dos parametros laboratoriais hematolégicos de células da
série branca e vermelha na populacdao de estudo dos individuos portadores de
anemia falciforme em relagcdo ao polimorfismo do gene do inflamassoma NLRP1
1s2670660.
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Figura 27 - Mediana dos parametros laboratoriais hematologicos de células da
série branca e vermelha na populacao de estudo dos individuos portadores de
anemia falciforme em relagdo ao polimorfismo do gene do da IL-18 rs187238.
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Todos os cruzamentos apresentaram p > 0,05 por meio do teste de Kruskal-Wallis.

Figura 28 - Mediana dos parametros laboratoriais hematologicos de células da
série branca e vermelha na populacao de estudo dos individuos portadores de

anemia falciforme em relagdo ao polimorfismo do gene do da IL-18 rs16944.
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6- DISCUSSAO

A anemia falciforme ¢ uma desordem hemolitica herdada geneticamente e ¢
caracterizada por uma inflamagio cronica.'*” A expressio de citocinas inflamatérias afeta a
via fundamental que contribui para a patogénese da doenca. Na anemia falciforme ha sempre
o estado “pro-inflamatorio” (que pode ser definido quando pacientes estdo em estado clinico
estavel-steady state).®> 'No entanto, o fendmeno de falcizagdo do eritrocito, sua hemolise e
liberacao do componente heme potencializa a resposta inflamatéria o que origina todas as
consequéncias apresentadas pelas crises vaso-oclusivas em paciente em estado critico —
painfull crisis."*" Deste modo, o sistema imune exerce um importante papel nessa condicio
inflamatéria com a participacdo das células do sistema imune (monocitos, linfocitos e
polimorfonucleares) que secretam inumeras citocinas inflamatorias (entre elas a IL-18 e IL-
18, objetos deste estudo). Ha nestas células do sistema imune receptores e moléculas que
juntos formam o complexo molecular chamado de inflamassoma (entre elas os inflamossomas
NLRP1 e NLRP3) em resposta a estimulos de antigenos proprios € nao proprios nos seus
PRR’s. Os inflamossomas ativam uma classe de caspases conhecidas como caspases
inflamatorias, cuja atividade proteolitica promove a conversao da IL-18 e IL-18 para as suas

formas ativas.'%?

* Polimorfismo no gene da IL-1B

Na literatura ha descri¢cdes que polimorfismos no gene que codificam as proteinas
da familia da interleucinas IL-1 e que alteram o curso de multiplas doencas humanas, tanto de
carater imunoinflamatorio quanto de carater infeccioso. Muitos trabalhos tem focado no
estudo na variabilidade genética na regido promotora dos genes das citocinas, particularmente
na identificacdo de SNPs, o qual podem afetar a expressao genética como um todo
(109 “Chi DZ e colaboradores (2015) investigando a associagdo entre 4 polimorfismos
de regides da IL-18 (IL-18 +3954 C/T — rs1143634; IL-1B -511 C/T — 16944) e (IL-6 -174
G/C —1s800795; 1L-6 -634 C/C rs1800796) e o risco de aumento de pancreatite aguda em um
coorte de individuos de populacdo chinesa'*? foi evidenciado que o grupo de individuos
carregando o gendtipo IL-18 rs1143634 TT apresentavam um risco significativo de aumento
no numero de casos da doenga. Estad bem estabelecido que o a infeccao por Helicobacter
pylori estd associada com cancer gastrico ¢ duodenal. A hipocloridria induzida pelo H. pylori

predispdes ao aparecimento da doenga. Em 2012, pesquisadores estabeleceram a relacao entre
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o polimorfismo do gene da IL-1B (que neste caso especifico aumentava a produgdo da
citocina) com a presenca do H. pylori e porque alguns individuos podem apresentar a doenga

(123)

ou ndo. Em individuos residentes em areas endémicas de malaria, tem mais

ssuscetibilidade de desenvolver ou nao a doenga frente ao polimorfismo nessa familia de
genes.'*¥

Em nosso estudo, os SNP’s da IL-18 rs187238 gendtipo CC (75%) foram mais frequentes
em relacdo a classificacdo segundo o fendtipo de gravidade “Leve/Intermedidrio” em
individuos portadores de anemia falciforme, seguido de genotipo C/T (63,6%) — Tabela 15.
Vale ressaltar que a frequéncia deste SNP e desses fenotipos, respectivamente nos individuos
foi de 4% e 63%. O genotipo TT, mesmo com uma frequéncia intermediaria (15,8%), ndo

teve dados demonstrativos nesta classificagao (leve/intermediaria) mas, em contrapartida, foi

registrado 1 caso na classificagao “Grave”.

Perla vicari e colaboradores (2014) estudando a associacdo entre o polimorfismo do gene
da IL-18 e IL-6 com as manifestacoes clinicas da anemia falciforme em 107 individuos
portadores da doenga concluiu que nao houve associacdo entre a maioria das manifestagcdes
clinicas da doenga (colelitiase, ulceras de membros inferiores, acidente vascular cerebral
isquémico, hipertensao pulmonar, sindrome toracica aguda e retinopatia); com exce¢ao para a
osteonecrose da cabeca do fémur que s6 teve um nivel de significancia (p=009) no
polimorfismo de uma posicao do gene da IL-1B entre duas analisadas: a IL-1B +3954CnT
(rs1143634). (117) . No entanto, em um artigo posterior (Corrigendum) deste trabalho,
retifica que este achado ndo tem evidencias de associacao suficiente devido a proporc¢ao do
aleto T/T do SNP da IL-18 +3954CnT ser menos frequente nos casos do que nos controles,
levando a conclusao de que nenhum SNP, tanto da IL-18 quanto da IL-18 exercem influéncia

nas manifestagcdes clinicas da A.F.

Em nosso estudo, igualmente, nao foi observado nenhuma associacao entre a frequéncia
das complicacdes clinicas dos pacientes portadores de anemia falciforme em relagdo a
classificagdo segundo o fendtipo de gravidade (Tabela 15). O mesmo se reflete quando
fazemos a anélise do polimorfismo do gene da L-18 rs187238 com a média dos parametros
laboratoriais classicos de gravidade da anemia falciforme (Figura 27), com excecao de dois

unicos parametros: HDW e RDW.
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* Polimorfismo no gene da IL-18

A TL-18 também exerce influéncia na apresentacdo clinica das doengas humanas.
Hepatites virais C e B e polimorfismos da IL-18 j& tem seu relato descrito na literatura.
Kamper Nunes dos Santos e colaboradores (em 2015) avaliaram a presenca do polimorfismo
dos genes da IL-18 -137 G/C e IL-18 -607 C/A em um estudo de caso (envolvendo pacientes
infectados com hepatite C) e controles. Encontraram que pacientes que possuiam o genotipo
C/A na posic¢io -607 apresentavam alto risco de infeccdo viral pelo virus da hepatite C .1%
Vijay Kumar Karra e colaboradores avaliando os polimorfismos nas posiddes -607 e -137
concluiram que individuos que possuiam o alelo A poderia ter fator de protecdo contra a
hepatite B e o mais interessante ¢ que individuos quw possuiam o genétipo homozigdtico AA
estavam associados a regressao espontanea da doenca. Mas devemos ter em mente que nem
sempre a presengaa do polimorfismo nesta citocina esta associada a fatores benéficos ou
maléficos em relacdo ao curso clinico da patologia. Folwaaczny e colaboradores (2005),
observaram em seu trabalho que a associagao entre seis diferentes tipos de polimorfismos da

IL-18 nio esta associada com doenca periodontal destrutiva. '°”

Em nosso estudo, os SNP’s da IL-18 rs16944 genotipo CC (77%) foram mais
frequentes em relagdo a classificacao segundo o fenotipo de gravidade “Leve/Intermediario”
em individuos portadores de anemia falciforme, seguido de genétipo G/C (63,6%) — Tabela
15. Vale ressaltar que a frequéncia deste SNP e desses fendtipos, respectivamente nos
individuos foi de 50,0% e 44,4%. O gendtipo G/G teve uma frequéncia baixa e talvez pelo

tamanho amostral ndo houve representacdo no fenotipo de gravidade.

* Polimorfismo no gene do inflamassoma NLRP3

H4 no gene do NLRP3 tem aproximadamente 60 SNP’s identificados e os mais
prevalentes polimorfismos entre eles sao 1s35829419, rs10754558, rs4612666, 1s4925648 e
rs10925019.(101) O presente estudo avalia a frequéncia do polimorfismos rs10754558 ¢
rs35829419.
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Um estudo de metandlise realizado por Zang e colaboradores (2015) mostrou que
polimorfismo do inflamassoma NLRP3 rs35829419 C>A estava associada com o significante
aumento da suscetibilidade de multiplas doengas humanas como hanseniase, cancer colorretal,
infeccdo pelo HIV, artrite reumatoide, aneurisma de aorta abdominal, colite ulcerativa e

dermatite atopica. 2%

Em nosso estudo , no que diz respeito ao polimorfismo do NLRP3 rs35829419, o
genotipo CC foi o mais frequente (89,5%), enquanto que no NLRP3 rs10754558, o gendtipo
CC foi o mais frequente (Tabela 13). Quando analisada associacdes entre estes polimorfismos
nos grupos de individuos portadores de anemia falciforme (casos) e de individuos sadios
(controles), observa-se que nao houve associagao tanto pra o NLRP3 rs35829419 (p=0,611)
quanto para o NLRP3 rs10754558 (p=0,662) (Tabela 14). O SNP NLRP3 rs35829419
(Q705K) gendtipo CC foi mais frequente fi=8 (em numero absoluto) nas classificagdes
segundo o fenotipo de gravidade nas formas leve/Intermédidria, enquanto que o SNP NLRP3
rs10754558 genotipo CC foi mais frequente fi=6 (em numero absoluto) na mesma

classificagdes segundo o fendtipo de gravidade nas formas leve/Intermédiaria. (Tabela 15)

* Polimorfismo no gene do inflamassoma NLRP1

Para definir mais precisamente, a regido genomica do NLRP1 confere suscetibilidade a

ao vitiligo associado a multiplas doencas autoimunes ."'*”

Em nosso estudo , no que diz respeito ao polimorfismo do NLRP1 rs12150220, o
genotipo A/T foi o mais frequente (42,1%), enquanto que no NLRP3 rs2670660, o gendtipo
A/G foi o mais frequente (Tabela 13). Quando analisada associagdes entre estes
polimorfismos nos grupos de individuos portadores de anemia falciforme (casos) e de
individuos sadios (controles), observa-se que nao houve associacdo tanto pra o NLRPI
rs12150220 (p=0,857) quanto para o NLRP1 rs2670660 (p=0,587) (Tabela 14). O NLRP1
rs12150220 genotipo A/T foi mais frequente fi=7 (em nimero absoluto) nas classifica¢des
segundo o fenotipo de gravidade nas formas leve/Intermédiaria, enquanto que o SNP NLRP1
152670660 se distribuiu igualmente nos genotipo A/A e A/G nas classificagdes segundo o

fendtipo de gravidade nas formas leve/Intermédiaria e grave. (Tabela 15)
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* Associagdes entre os marcadores hematologicos classicos de gravidade de anemia
falciforme e os SNP’s dos genes dos Inflamossomas NLRP1, NLRP3 e dos SNP’s dos
genes nas insterleucinas IL-18 e IL-18.

[3

Biomarcadores sdo definidos como “uma caracteristica que objetivamente medida e
avaliada como um indicador um processo bioldégico normal ou patoldogico ou que
farmalogicamente responde a uma terapéutica”.(128) Sao descritos para a anemia falciforme,
biomarcadores que avaliam a hemolise (hemoglobina, contagem de reticulécitos, lactato
sérico, haptoglobina), a inflamacdo (contagem total de leucdcitos, proteina C reativa) entre

outros .(128)

Com base nos dados presentes nas literaturas cientificas que associam a frequéncia e
atuacdo dos SNP’s dos genes das IL1-B, IL-18, NLRP1 e NLRP3 frente a outras doencas de
carater imunoinflamatério e infeccioso, nossa hipdtese era que na anemia falciforme poderia
haver uma alteracdo na frequéncia e atuacdo desses SNP’s frente a apresentacao clinica da
doenca. Em nosso estudo, fizemos a associagdo entre os SNP’s ¢ os biomarcadores de
gravidade (figuras 23 a 28). Todos os cruzamentos apresentam um p>0,05 o que caracteriza

nao haver associagdo dos SNP’s com os parametros de gravidade.

Nao houve associagao dos SNP’s dos genes do NLRP1 e NLRP3 quando comparados
com o grupo controle (tabela 14). Uma das hipoteses ¢ que o efeito do SNP sobre a frequéncia
sO existiria em uma caso bastante extremo a ponto de causar uma mortalidade intra-ttero ou
na infancia e cuja mensuracao so seria verificada e estudada em natimortos ou em material de
restos ovulares e placentarios, mas em individuos portadores da A.F. onde o impacto nao
chega ao ponto de causar Obito na vida adulta, ela ndo ¢ observada. Em doencas adquiridas
como malaria, leishmaniose, hepatites virais e até mesmo o cancer onde ha atuagdo direta do
sistema imune sobre a evolucdo clinica, polimorfismos destes genes que influenciam na
regulacdo para cima ou para baixo na secre¢do e atuacao das interleucinas ira exercer mais ou

menos gravidade na sua apresentagao.

Por fim, ndo podemos também esquecer que fatores moduladores da gravidade da
evolugdo clinica da anemia falciforme podem influenciar no resultado exibido em nossos
dados. Excetuando o gendtipo da doenca (vez que todos os individuos do grupo sao HB SS),

os niveis de HB F e o haplotipo podem exercer efeito sobre a apresentacdo clinica e as
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associacoes entre os SNP’s e os fendtipos de gravidade, caso houvessem, deveriam ser

discutidos com cuidado.
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7— CONCLUSOES

* Nao houve associacdo dos polimorfismos dos genes dos inflamossomas
NLRP1 e NLRP3 com individuos portadores de anemia falciforme em nosso

grupo de estudo.

* Nao houve associacdo entre os polimorfismos dos genes das Interleucinas
IL-1f3 e IL-18 e os polimorfismos dos genes dos inflamossomas NLRP1 e
NLRP3 com os fenotipos de gravidades em individuos portadores de

anemia falciforme.

* Nao houve associacdo entre os polimorfismos dos genes das Interleucinas
IL-113 e IL-18 e os polimorfismos dos genes dos inflamossomas NLRP1 e
NLRP3 com os marcadores classicos de gravidade em individuos

portadores de anemia falciforme.

* Os critérios de gravidade em individuos portadores de doenca falciforme
sofrem influencia de aspectos multifatoriais e esta peculiaridade da doenca
pode influenciar na sua apresenta¢do clinica e dificultar o estudo de

associacdes com polimorfismos genéticos.

* Apesar da anemia falciforme ser uma doenca de carater inflamatério
cronico, s6 os polimorfismos de genes que influenciam na resposta imune

ndo suficientes para alterar o curso da gravidade da apresentacao clinica.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Conforme Resolugdo N° 196,/1996 do CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

TITULO DO ESTUDO: Potenciais Biomarcadores Celulares e Soliveis associados a

Diferentes Hapotipos e Fenotipos de Anemia Falciforme.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Gerar informacoes sobre o perfil fenotipico funcional de
leucdcitos circulantes, citocinas e quimiocinas e polimorfismos do receptor NLRP3 para a
determinaciao de um biomarcador preditor de mudangas na intervencdo clinica de
pacientes com anemia falciforme.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera coletada amostra de 12 mL de sangue. Serao
feitos testes para verificar o perfil de células sanguineas, citocinas, quimiocinas e
genotipagem. Todos esses testes serdo realizados na Fundacao de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM em Manaus.

RISCOS E DESCONFORTOS: Nio existem riscos associados a participagido deste estudo. O
inico desconforto é o da picada da agulha.

BENEFICIOS: A participacdo neste estudo nio traz nenhum beneficio direto e imediato
para o senhor (a), mas podera contribuir para mudangas positivas na intervencao clinica
de pacientes com anemia falciforme.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: O senhor (a) tera, sempre que necessario,
orientacgdo, esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial pela
equipe médica da FHEMOAM, no que diz respeito a anemia falciforme, podendo entrar em
contato com a doutoranda Nadja Garcia (HEMOAM:3655-0231/Tel: 92-98127-1539).
Também serio feitos pela equipe médica do HEMOAM os encaminhamentos necessarios
de acordo com o local onde o doador residir.

VOLUNTARIEDADE: A sua participacao neste estudo é voluntaria, podendo ser retirada a
qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no HEMOAM.
CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais referentes a
participac¢do neste estudo permanecerao confidenciais, nao sendo divulgados de forma a
declarar a sua identidade.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biolégico coletado (sangue) sera
utilizado somente para o que se propode neste estudo e solicitamos a sua autorizacdo para

armazenamento de material para estudos posteriores. Garantimos que toda nova
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pesquisa a ser realizada utilizando as amostras armazenadas sera submetida a aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisa - CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissao Nacional

de Etica em Pesquisa - CONEP.
O Sr. (a) autoriza que o seu sangue seja guardado para futuras pesquisas imunogenéticas

na anemia falciforme? ( ) Simou ( ) Nao

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apds ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em questao.

(Assinatura do participante) (Impressao

dactiloscépica)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, / /
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APENDICE 2 - QUESTIONARIO E FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL

N° Registro:

Data: / /

QUESTIONARIO E FICHA DE CADASTRO INDIVIDUAL:

Projeto: “Potenciais Biomarcadores Celulares e Soliveis associados a Diferentes
Hapétipos e Fenodtipos de Anemia Falciforme”

Nome:

Sexo: (M) (F) Datade Nascimento: Idade: anos

Local de Nascimento:

UF:

Cor de Pele: Branco ( ) Moreno () Negro () Escolaridade:

Trabalha: Profissao:

Estado Civil: Solteiro ( ) Amigado ( ) Casado ( ) Divorciado ( ) Separado ( ) Vidvo ( )

aquantotempo ( ) Possuem Filhos: Sim ( ) Nao( ) Quantos:

Endereco: Telefone:
Municipio: UF: Tipo de Moradia:
Quantas pessoas residem: Pogo: Sim ( ) Nao ( ) Esgoto: (Tipo)
Transfusoes
Sanguineas

Sim () Nao( )

Quantas

Tipo Sanguineo Data da ultima

Faz uso de Medicamento
Sim () Nao ( )
Qual (ais)?

Quanto tempo faz uso desses medicamentos?

transfusao:
0(C) AC()
AB() B ()
Rh:+( )-() Reacdo
Transfusional

Sim () Nao( )

Quantas vezes?

Doenca de Chagas

Outra Doenca Hematolégica

Alcoolismo Vacinag¢ao em dia?
() Sim () Nao () Nio sabe
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Sim ( )Nao( )

Qual (ais)?

Outras Comorbidades?

Sim ( )Nao( )

Qual (ais)?

Sim ( ) Nao ( )
Dengue
Sim ( )Nao( )

Quantas

Leishmaniose

Sim( )Nao( )
LTA( ) LV()

Outras doengas
infecciosas?
()Sim ( )Nao
Qual (ais)?

Sim ( )Nao( )

Quant. Dia

Fumante
Sim ( )Nao ( )
Quant. Temp.
Quant. Dia

Outras Drogas
Sim ( ) Néao( )
Tipo

Quant. Temp.

Vacina para gripe nos ultimos 2
anos?
() Sim ( )Nao ( ) N&o sabe

Profilaxia com penicilina até os 5
anos?
()Sim ( )Nao ( ) N&osabe

Febre: Sim () Nao ()

Crise Vaso-Oclusiva: Sim ( ) Nao ( )

Dor: Sim ( ) Nao( )
Ictericia: Sim ( ) Nao( )

Ulceras na perna: Sim ( )

Nao ( )

Infec¢do: Sim () Nao( )

Sindrome Toréacica aguda:

Sim ( ) Nao ()

Hipertensdo Pulmonar: Sim ( ) Nao ( )

Dor de Cabeca: Sim ( ) Nao ( )
Sudorese: Sim ( ) Nao ( )

Fraqueza: Sim: ( ) Nao( )
Priaprismo: Sim: ( ) Nao ( )
Colelitiase: Sim: ( ) Nao( )
Sequestro esplénico: Sim: ( ) Nao( )

Osteonecrose de cabeca de fémur: Sim: ( ) Nao ( )

Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI) ( ) Positivo ( ) Negativo

Identificacdo de Anticorpos Irregulares (IAI)

[1 Nao se Aplica

[ Anti-D L] Anti-C L] Anti-c U] Anti-E L] Anti-e [ Anti-Cv [ Anti-G
] Anti-K (I Anti-Jka [0 Anti-Jkb [ Anti-Fy2a [ Anti-Fy» [ Anti-P; [ Anti-Lea
L] Anti-Leb  [J Anti-M L] Anti-N U Anti-S U Anti-s U Anti-Dia [ Outros
Fenotipagem eritrocitaria Rh e K
LI NE
Fendtipo : He (ngqueno) E He(pequeno)  LJK (1 Encaminha para centro de

referéncia

Exames laboratoriais

* Registrar o mais recente, exceto quando especificado ao contrério.

* Registrar apenas exames colhidos em periodo estavel, idealmente £ 3 meses de

internagao ou crise aguda.
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Nome

Resultado

Data

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)

Plaquetas (/mm3)

Leucécitos (/mm3)

Neutrofilos (/mm3)

Reticulécitos (k/ul)

Hemoglobina fetal (%)

Ureia

Creatinina

Ferro serico (ug/dl)

Ferritina

Transferina (ug/dl)

DHL (U/L)

Bilirrubina total/indireta

ALT (U/L)

AST (U/L)

K +

NA +




