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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é caracterizada pela apresentacdo de diversas manifestacdes
clinicas oriundas de eventos vaso-oclusivos, hemoliticos e inflamatérios, que séo
resultantes das alteracdes eritrocitarias causadas pela hemoglobina variante S (HbS). O
acidente vascular cerebral (AVC) é uma das principais manifestacées clinicas na AF. A
literatura tem sugerido que a presenca de polimorfismos em genes de citocinas
inflamatorias pode estar associados a de ocorréncia do AVC. O presente estudo tem como
objetivo analisar os parametros laboratoriais, bem como investigar a presenca de
polimorfismos em genes de citocinas inflamatorias, tais como IL4 -590 C>T e IFNG +874
T>A, associando-os a parametros clinicos, visando elucidar associagfes. A casuistica foi
composta por 66 individuos com AF, sendo 24 com histdrico do AVC e 42 sem historico,
compreendendo o controle. Os parametros laboratoriais foram avaliados por métodos
automatizados e a analise molecular foi realizada pela técnica de PCR-RFLP e PCR-
ASO. A andlise dos parametros laboratoriais revelou um aumento na contagem de
reticuldcitos nos individuos do grupo caso (p=0,0101). Também foi encontrada associacao
entre 0 AVC e a dosagem de albumina (p=0,0006), proteinas totais (p=0,0087) e acido urico
(p=0,395). Frequéncia elevada foi encontrada para o alelo mutante do gene IFNG na
populacdo estudada e uma associacao significativa entre a presenca do polimorfismo -590
C>T no gene IL4 e alguns parametros laboratoriais como contagem de linfocitos (p=0,0152),
plaguetas (p=0,0203), proteinas totais (p=0,227) e bilirrubina direta (p=0,0054). Para os
parametros laboratoriais nos individuos com AF, foi elucidado uma associacdo entre a
presenca do alelo T no gene IL4 e marcadores, como VCM (p=0,0105), HCM (p=0,0421),
RDW (p=0,0105), LDL-C (p=0,0351), AST (p=0,0292) e bilirrubina total (p=0,0468). Além
disso, foi encontrada associacgao significativa entre a presenca do alelo mutante no gene
da IL4 e a dosagem de citocinas, como IL-1B (p=0.03), IL-8 (p=0.0167) e IL-12 (p= 0.0095).
N&o foram encontras associacfes estatisticas entre os parametros avaliados e a presencga
dos polimorfismos no gene do IFGN. Conclui-se que os pacientes com histérico de AVC
apresentam alteracfes estatisticamente significantes nos parametros laboratoriais e que o
polimorfismo no gene IL4 apresenta uma associac¢do direta com parametros laboratoriais
e marcadores inflamatodrios na AF.

Palavras-chaves: anemia falciforme, acidente vascular cerebral, inflamacdo, hemdlise,
interleucinas-4, interferon gama — IFN- ¥, polimorfismo genético



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is characterized by the presentation of several clinical
manifestations arising from vaso-occlusive, hemolytic and inflammatory events, which are
the result of erythrocyte changes caused by variant hemoglobin S (HbS). Stroke is one of
the main clinical manifestations in SCD. The literature has suggested that the presence of
polymorphisms in inflammatory cytokine genes may be associated with the occurrence of
strokes. The present study aims to analyze the laboratory parameters, as well as to
investigate the presence of polymorphisms in inflammatory cytokine genes, such as IL4 -
590 C> T and IFNG +874 T> A, associating it with clinical parameters, in order to elucidate
interactions. The sample consisted of 66 individuals with SCD, 24 with a history of stroke
and 42 without a history, as control. Laboratory parameters were evaluated by automated
methods and molecular analysis was performed using the PCR-RFLP and PCR-ASO
technique. The analysis of laboratory parameters revealed an increase in reticulocyte count
in individuals in the case group (p = 0.0101). An association was also found between stroke
and albumin levels (p = 0.0006), total proteins (p = 0.0087) and uric acid (p = 0.395). High
frequency was found for the mutant allele of the IFNG gene in the studied population and a
significant association between the presence of the -590 C> T polymorphism in the IL4 gene
and some laboratory parameters such as lymphocyte count (p = 0.0152), platelets (p =
0.0203), total proteins (p = 0.227) and direct bilirubin (p = 0.0054). For laboratory parameters
in individuals with SCD, an association between the presence of the T allele in the IL4 gene
and markers, such as VCM (p = 0.0105), HCM (p = 0.0421), RDW (p = 0, 0105), LDL-C (p
= 0.0351), AST (p = 0.0292) and total bilirubin (p = 0.0468). In addition, a significant
association was found between the presence of the mutant allele in the IL4 gene and the
measurement of cytokines, such as IL-13 (p = 0.03), IL-8 (p = 0.0167) and IL-12 (p = 0.0095).
No statistical associations were found between the parameters evaluated and the presence
of polymorphisms in the IFGN gene. It is concluded that patients with AF and a history of
stroke have statistically significant changes in laboratory parameters and that the
polymorphism in the IL4 gene showed a direct association with laboratory parameters and
inflammatory markers in AF.

Keywords: sickle cell anemia, stoke, inflammation, hemolysis, tumor necrosis factor (TNF)
gamma interferon (INF- ), genetic polymorphism.
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1. INTRODUCAO

Segundo os dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal, o Brasil tem uma
ocorréncia de cerca de 3.500 criangas por ano com anemia falciforme (AF) ou 1/1.000
nascidos vivos e 200 mil portadores do traco falciforme (BRASIL, 2009). O estado da Bahia
apresenta a maior frequéncia brasileira do alelo S do gene HBB, tendo sido encontrada a
frequéncia de 14,7% do gendtipo AS em 1.200 criancas em idade escolar (AZEVEDO et
al., 1980), variando de acordo com o grupo populacional estudado. O estudo realizado por
Adorno e colaboradores (2005), descreveu uma frequéncia de 9,8% para individuos HbAS
e a prevaléncia de 0,9% para aqueles com hemoglobinopatia SC (HbSC) e 0,2% para
aqueles com AF ao estudarem recém-nascidos em Salvador-Bahia. Os dados da triagem
neonatal no estado da Bahia mostram a prevaléncia da doenca falciforme (DF) na razéo de
1:650 nascidos vivos (BRASIL, 2009).

Pacientes com doenca falciforme constituem um grupo expressivo entre individuos
com doencas genéticas na Bahia (AZEVEDO et al. 1980), podendo apresentar alteracdes
clinicas graves, com internacfes hospitalares frequentes devido a infeccdes e decorrente
de crises vaso-oclusivas (LEE et al. 1992). Além disso, esses pacientes apresentam risco
de faléncia de 6rgaos vitais, como o coracao, rins e pulmdes (SERJEANT, 1993; EMBURY,
1996). O estudo da fisiopatologia da DF tem mostrado que varios fatores podem estar
associados ao curso clinico e prognostico da doenca (RODGERS, 1997). Contudo, a
presenca de determinados fatores pode prever a evolucao clinica, principalmente nos casos

em que este apresente fatores que levam ao agravamento do quadro clinico.

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) é uma complicacdo grave e de consequéncias
debilitantes, que acomete 11% dos pacientes com anemia falciforme (AF), sendo mais
prevalentes em pacientes pediatricos (ADAMS, 2005). Atualmente, sabe-se que o AVC esta
relacionado ao comprometimento de grandes vasos, como artéria carotida interna, cerebral
meédia e cerebral anterior (OHENE-FREMPONG & STEINBERG, 2011). Muitos estudos
sugerem que a presenca de fatores genéticos pode aumentar o risco para o
desenvolvimento do AVC, como polimorfismos em genes que expressam moléculas

envolvidas na lesédo endotelial, trombose e inflamag&o.



Citocinas sdo moléculas que atuam mediando a inflamacédo, atuando na
comunicagéo celular em vias pro e anti-inflamatorias. A expresséo de tais moléculas pode
sofrer influéncia de variaveis genéticas, as quais podem exacerbar ou diminuir sua sintese.
Alteracdes nos niveis de expressdo das citocinas podem ter efeito direto na resposta

inflamatoria do individuo, podendo assim contribuir para a ocorréncia do AVC.

Desta forma, a investigacao do perfil de citocinas em pacientes com AF pode
contribuir para a elucidacdo dos mecanismos pelos quais essas moléculas influenciam no
guadro clinico do paciente, podendo também contribuir para o desenvolvimento de futuros

alvos terapéuticos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme é uma das formas de apresentacédo da doenca falciforme, que é
caracterizada pela presenca do alelo beta S em homozigose, que leva a presenca da
hemoglobina mutante S (HbS) em comutacdo da hemoglobina selvagem A (HbA). Essa
alteracéo é resultado da substituicAo de uma Unica base nitrogenada no cédon 6 do gene
da globina beta (HBB), onde a adenina (A) é substituida por timina (T) (CAG—CTC). Esta

mutagao configura-se como nao-sindénima, gerando a substituicdo do aminoacido acido

glutdmico por valina na posicéo [36 da cadeia da globina beta (WARE, 2017). As
hemoglobinas variantes HbS quando expostas a baixa oxigenacédo, tendem a formar
polimeros no interior das heméacias e consequentemente modificar a estrutura do eritrocito
de discoide para um formato alongado, comumente chamado de foice, o que leva ao nome
da patologia (CONRAN & BELCHER, 2018). A alteracdo no formato do eritrécito por sua
vez, pode ocasionar lesdes no endotélio vascular, além de estar mais suscetivel a hemolise
intravascular, sendo esses dois fenbmenos um dos principais responsaveis por levar a
formacao de processos inflamatérios intravascular ndo-infecciosos, com a participacéo de
citocinas e de outros componentes do sangue, tendo o fenébmeno vaso-oclusivo como um
dos eventos decorrentes (WARE, 2017).

A hemodlise presente na AF € resultado das alteracdes nas hemacias falciformes que
deixam os eritrécitos mais rigidos e menos deformaveis e, portanto, mais suscetiveis a
ruptura na circulacado, levando a liberacéo intravascular de hemoglobina livre e do heme,
um grupamento prostético da hemoglobina, que é caracterizado por ser um importante
agente pro-inflamatorio na AF, uma vez que ativa diretamente as células endoteliais e
macréfagos (WAGENER et al., 2001). Esses processos estdo associados a regulagédo
positiva de mediadores pré-inflamatérios, incluindo interleucinas (IL), bem como o fator de
necrose tumoral (TNF), além de um aumento da produgcédo de moléculas de adesédo que

facilitam a adesao de leucécitos circulantes as células endoteliais. Além disso, devido ao



seu efeito eliminador de 6xido nitrico (NO), a Hb livre compromete as propriedades anti-
inflamatdrias do NO no endotélio (DEBAUAN et al., 2014).

A lesao endotelial ocorre a partir da ativacdo das células endoteliais que desempenha
um papel fundamental no processo vaso-oclusivo. O endotélio ndo ativado evita a adeséo
de células inflamatorias a parede do vaso a partir de mecanismos como geracao de NO e
liberacdo de prostaciclina (TSOUMANI et al., 2012). A disfungdo endotelial ocorre como
consequéncia da deplecdo de NO derivado do endotélio pela hemoglobina livre de células
e pelo consumo de L-arginina - um substrato para NO -, pela arginase liberada durante a
hemolise (POTOKA et al., 2015). Nesse contexto, o endotélio € ativado por interacdes e
adesdo de hemécias falciformes e leucécitos & parede do vaso e uma vez ativado, o
endotélio produz e libera uma série de moléculas inflamatérias potentes, incluindo
interleucinas, fator estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF),
inibidor do ativador do plasminogénio (PAI) -1, proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-
1) e RANTES, que contribuem para o processor inflamatério na AF. O endotélio ativado
também expressa moléculas de adesdo como VCAM-1 (proteina 1 de adesdo celular
vascular, do inglés vascular cell adhesion molecule 1), ICAM-1 (molécula de adeséao
intercelular 1, do inglés intercellular adhesion molecule 1), E-selectina e P-selectina que
possuem importancia para a fixacdo de globulos vermelhos, reticuldcitos, leucdcitos e
plaquetas, o que contribui para a ocorréncia de fenbmenos vaso-oclusivos (CONRAN &
BELCHER, 2018).

A vaso-ocluséao (figura 1) na AF compreende um processo de multiplas etapas e
multiplos componentes que consiste na iniciacdo, propagacao e resolucdo da obstrucao
vascular, em que numerosos tipos de células e interagdes moleculares desempenham
papéis importantes. A fisiopatologia complexa da doenca envolve inflamacao crénica
vascular, processos de hipoxia-reperfusdo, estresse oxidativo e reducdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico. Dessa forma, ocorre a ativagédo de células endoteliais,
leucadcitos e plaquetas, com adeséo de hem@cias falcizadas, e leucdcitos a parede vascular,
bem como plaquetas ativadas e reticulécitos, levando ao bloqueio do fluxo sanguineo
(FERREIRA et al., 2014). A membrana dos reticulécitos apresenta expressao de moléculas
envolvidas na adesédo celular, o que torna essas células mais aderentes ao endotélio
vascular (KATO, et al., 2007). A integrina a4 B1 que esta presente na membrana dos
reticulécitos, ira se ligar a fibronectina e a VCAM-1 expressas na superficie de células

endoteliais (PATHARE et al., 2003). Além disso, associado a ativacao plaquetaria, ocorre



também o aumento da atividade trombotica com desenvolvimento de um quadro de
hipercoagulabilidade sanguinea na AF (LEE et al., 2006). Os processos vaso-oclusivos que
ocorrem principalmente na microcirculacdo, reduzem a oxigenag¢do do tecido e podem
culminar em leséo tecidual e um processo de isquemia-reperfusdo, que s&o mecanismos
altamente inflamatorios, promovendo assim o surgimento de diversas manifestacdes
clinicas como o AVC (SAEED et al., 2007). Como as interacdes eritrocito-endotélio sdo
mais proeminentes na microvasculatura , esse mecanismo pode ser um fator responsavel
para infartos cerebrais vistos em pequenas artérias, especialmente em infartos silenciosos.
Além disso, a adesdo de hemacias falciformes, quando ativa o endotélio, promove a
atividade de fatores de transcricdo (NF-kB) e vasoconstritores (endotelina-1), inibindo o
vasorrelaxamento e aumentando a expressao de moléculas de adesao adicionais (VCAM,
ICAM), tendo como consequéncia a remodelacdo arquitetbnica da parede dos vasos e,
consequentemente, vasculopatia. (SWITZER et al., 2006)

Figura 1. Vaso-oclusdo na anemia falciforme. (1) Aderéncia anormal ao endotélio vascular; (2) hemdlise; (3)
adesdo leucocitaria; (4) aumento do tdnus vasomotor; (5) proliferacdo de células do musculo liso e
fibroblastos dentro da camada intima; (6) agregacéo plaquetaria; (7) vasculopatia e (8) oclusdo. Fonte:
SWITZER et al., 2006)



Com isso, pacientes com AF possuem morbidade e mortalidade elevadas,
sobretudo devido a complicagBes clinicas decorrentes de infeccbes e eventos vaso-
oclusivos, tais como o AVC. O estudo da fisiopatologia da AF tem mostrado que varios
fatores podem estar associados ao curso clinico e prognostico da doenca (RODGERS,
1997). Assim, a presenca de determinados fatores na AF pode contribuir para a evolucao

clinica, favorecendo o agravamento do quadro clinico presente na doenca.

2.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

O Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) define o AVC como uma
sindrome neuroldgica aguda secundaria a oclusdo de uma artéria ou hemorragia, com
isquemia, sintomas e sinais neurolégicos (BALLAS et al., 2009), sendo uma complicacao
grave de consequéncias debilitantes. Atualmente, sabe-se que o AVC esta relacionado ao
comprometimento de grandes vasos, como artéria caroétida interna, cerebral média e
cerebral anterior e pode ser classificado em AVC isquémico (AVCi) ou hemorragico (AVCh)
(OHENE- FREMPONG, 1998; STEINBERG, 2011), sendo o AVCi o tipo mais comum em
individuos com AF (FAROOQ; TESTAI, 2019). Um estudo observacional realizado pelo
CSSCD monitorou 4.082 pacientes adultos e criancas com diferentes genoétipos da DF
durante uma média de 5 anos e, como resultado, obteve uma prevaléncia geral de 3,75%
para a ocorréncia do AVC nesses pacientes. Dois picos de prevaléncia foram observados
nas idades de 2 a 5 anos e de 40 a 49 anos, sendo o AVCi mais comum em criangas entre
2 e 5 anos (FAROOQ); TESTAI, 2019). O AVC é uma das complicacdes mais graves da
doenca e ocorre em 11% dos pacientes com AF, e as taxas em criancas sao particularmente
altas (ADAMS, 2005), sendo a maior causa de AVC pediatrico em todo o mundo (DEBAUN
& KIRKHAM, 2016).

O AVCi é um déficit neurolégico que resulta de uma isquemia seguida de infarto.
Essa disfuncédo sistematica se da pela obstrucdo de uma artéria por um trombo, émbolo ou
pela compressao a partir de um tumor. A instauracdo do quadro clinico acontece de forma
rapida em funcéo da auséncia de aporte de glicose aos neurdnios promovendo a morte do
tecido cerebral acometido, apds alguns minutos de isquemia (KHOSHNAM et al., 2017). O
infarto cerebral, o tipo de AVC mais comum em criangas com AF, tem como fisiopatologia

a estenose de grandes artérias que irrigam o cérebro, sendo as por¢des intracranianas



distais da artéria carétida interna e da artéria cerebral média proximal mais propensas a
estenose, que pode ser detectado por um doppler transcraniano, um método néo invasivo
gue utiliza o ultrassom para mensurar o fluxo sanguineo em artérias cranianas, indicando
alteracdes na dinamica vascular cerebral (WEBB & KWIATKOWSKI, 2013; ADAMS, 2005).
H& menos hemorragias em criancas com AF, tendo os derrames infartantes a ocorréncia
acima de 75% (ADAMS, 2005).

Segundo PALM e colaboradores (2016), os processos inflamatorios possuem
importantes associacfes com o AVCi, sendo considerados como possivel fator de causa
ou de risco para a ocorréncia de ocluséo isquémica. As infec¢cdes que promovem o quadro
inflamatorio sistémico podem ser consideradas como gatilho para a ocorréncia do AVC.
Além dos processos infecciosos, as inflamacgdes sistémicas autoimunes, como as doencas
arterioscleroticas e artrite reumatoide, sdo conhecidas por aumentar significantemente o
risco para o desenvolvimento do AVC (DHILLON & LIANG, 2015; MUIR et al., 2007).

No contexto da AF, a aderéncia de eritrocitos e reticulécitos ao endotélio vascular
estdo entre as principais alteragdes vasculares iniciais associadas ao desenvolvimento do
AVC, o que resulta em danos as células endoteliais, promovendo a sua ativacdo. Esse
fenbmeno estimula o recrutamento de mediadores inflamatdrios e de plaquetas,
promovendo o quadro de obstrugcdo aguda vascular (CAROLYN et al.,, 2007; WEBB;
KWIATKOWSKI, 2013). Dessa forma, o comprometimento das artérias cerebrais esta
associado a inflamacao crénica, hemolise e anemia (KWIATKOWSKI et al., 2013). Além
disso, 0 AVC em individuos com AF vem sendo associado ao aumento da viscosidade
sanguinea (WEBB & KWIATKOWSKI, 2013).

A leucocitose, condicdo em que ha aumento significativo dos globulos brancos, tem
evidenciado o quadro inflamatério crébnico em individuos com AF, sendo também
relacionada com o aumento da mortalidade, bem como o aumento da ocorréncia de AVC.
(CONRAN & BELCHER, 2018). A inflamacéo cronica e a ativagcéo do sistema imune inato
vém sendo diretamente associadas ao desenvolvimento do AVC isquémico (JIN & YANG,;
LI, 2010; LINDSBERG & GRAU, 2003; TONG et al., 2013), sendo as citocinas inflamatorias
consideradas como fatores cruciais dessa manifestacdo clinica, conforme relatado em
estudos em modelos invivo e ex vivo (TONG et al., 2013). MUIR e colaboradores (2007),
consideram a inflamacdo como mecanismo importante para possiveis intervencdes
terapéuticas no contexto do AVC, devido ao seu papel no desencadeamento das mudancas

vasculares que culminam na ocorréncia desta patologia.



A prevaléncia de AVC em criancas com AF é de aproximadamente 1% ao ano.
Contudo, em individuos com velocidades aumentadas de fluxo sanguineo na artéria
cardtida interna distal ou na artéria cerebral média identificadas pelo doppler transcraniano,
o risco anual de AVC aumenta para 10%. A selecdo desse subgrupo de alto risco para
terapia transfusional mostrou a reducédo de risco absoluto e relativo de 9% e 92% para a

prevencao de um primeiro AVC em um seguimento de 2 anos (ADAMS et al., 1998).

Diversos estudos sugerem que a presenca de fatores genéticos pode aumentar o
risco para o desenvolvimento do AVC, como polimorfismos em genes que expressam
moléculas envolvidas na lesdo endotelial, trombose e inflamacao. Alguns genes tém sido
relacionados a mudancas no equilibrio hemostatico e a processos inflamatoérios, como as
citocinas (HOPPE et al., 2007).

2.3 CITOCINA PRO-INFLAMATORIA E ANTI-INFLAMATORIA

As citocinas pro-inflamatorias sdo moléculas proteicas sinalizadoras, que participam
da resposta inflamatéria, tendo como principais papéis, modular a resposta imune e
direcionar o fluxo hematoldgico para o local da leséo ou infeccdo (CAMPBELL et al., 2015).
As citocinas constituem-se como um amplo grupo de proteinas com diversas estruturas e
funcdes, que estao relacionadas com a regulacéo e coordenacéo de atividades das células
da imunidade inata e adaptativa. As células do sistema em imune, em sua totalidade,
secretam apelo menos alguma citocina e expressam receptores especificos que atuam na
sinalizacdo de para varias citocinas. A nomenclatura das citocinas apresenta uma
inconsisténcia, tendo algumas designadas como interleucinas, seguida por um numero,
outras que a nomenclatura se baseia na primeira atividade bioldgica descrita, como no caso
do fator de necrose tumoral (TNF) (tumor necrosis fator, em inglés)- e interferon. As
principais funcbes das citocinas estdo diretamente relacionadas com o crescimento e
diferenciacdo de todas as células do sistema imune, ativacdo de funcbes efetoras de
fagdcitos e linfocitos, além do direcionamento de células imunes para tecidos e regides
afetadas (ABBAS et al., 2015).

A interleucina-4 (IL-4), funciona tanto como um indutor quanto uma citocina de
carater efetor. A IL-4 tem origem principalmente nos linfécitos T CD4+ e 0s mastocitos

ativados, contundo, outras células do tecido também sintetizam essa citocina, que faz parte



da familia do tipo | de quatro a-helicoidal. O receptor da IL-4 constituido por uma cadeia a
de ligacdo de citocinas, em associacdo a cadeia yc que € compartilhada com outros
receptores de citocina. Esse receptor IL-4Rayc, atua na sinalizacdo por uma via que
envolve moléculas como o fator de transcricdo STAT6. A proteina STAT6 por sua vez, induz
a transcricdo de genes que sao responsaveis por muitas das acdes desta citocina (ABBAS
et al.,, 2015) A IL-4 é uma citocina que tem agao na resposta inflamatéria, atuando em
diversos contextos da resposta imune (GADANI et al., 2012). As propriedades anti-
inflamatérias da IL-4 estdo relacionadas com a diminuigdo de citocinas pro-inflamatérias
como a IL-1B, TNF, IL-6 e IL-8, uma vez que atua na resposta Th2 promovendo um efeito
negativo na sintese das citocinas pré-inflamatérias da via Thl (figura 2) (ABBAS et al.,
2015). Os mecanismos pelos quais esta citocina atua nos processos inflamatorios
presentes na AF ainda permanecem pouco elucidados, no entanto, estudos demonstraram
0 aumento da expressao dessa molécula em pacientes em estado estavel (MAKIS et al.,
2000).

Linfocitos T
ThO
IL-12 .
l ANTIGENO l
Thi | . Th2
0—.

Figura 2. Efeito negativo da IL-4 sobre a sintese de citocinas pré-inflamatorias.

Outra molécula conhecida por interferir na resposta inflamatéria é o interferon gama
(IFN-y), a qual vem sido reconhecida pelo seu papel em mecanismos inflamatérios de

doencas crénicas e autoimunes (PRAVICA et al., 2000). Produzida por principalmente



10

células T e células NK, e em menor frequéncia por células B, macrofagos e células
dentriticas, o IFN-y tem efeito direto na regulacdo da expressdo de moléculas de adeséao e
guimiocinas, além de promover o deslocamento de células do sistema imune para o local
de inflamacg&o. Com papel importante na diferenciagdo das células T, essa citocina atua em
conjunto com a IL-12 na diferenciacéo de linfocitos do tipo Thl, além de possuir um efeito
inibidor na via de diferenciacéo dos linfécitos do tipo Th2. A agéo pro-inflamatéria do IFN-y
esta direcionada a estimulacéo da sintese de mediadores inflamatoérios, como TNF e o NO
em macrofagos (SANVITO et al.,, 2010). As citocinas IL-12 e IL-18 quando em acdo,
promove a liberacédo do IFN-y pelos linfécitos T e células NK (SCHRODER et al., 2004).
Segundo LEE e colaboradores (2017), embora o IFN-y esteja relacionado a resposta
imunologica em condicdes infecciosas essa citocina possui funcdo ligada a processos

inflamatorios crénicos e autoimunes, como na artrite reumatoide e o lupus (MEYER, 2009).

2.4 POLIMORFISMOS GENETICOS EM CITOCINAS

Fatores de risco ndo modificiveis, como idade e sexo masculino, e fatores de risco
adquiridos, como hipertenséo, tabagismo e diabetes, sdo responsaveis por grande parte do
risco de AVC isquémico. Contudo, tais fatores permanecem insuficientes para explicar o
risco dessa manifestacdo clinica nos pacientes com AF. Com isso, estudos em gémeos,
familias e modelos animais, fornecem evidéncias substanciais relacionadas a contribui¢cao
genética para o AVC isquémico (DICHGANS, 2007).

O  polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) (do inglés, single nucleotide
polymorphisms) é a mais simples variacdo genética observada na molécula de DNA, em
gue a alteracao de um unico nucleotideo pode produzir um novo alelo, levando a formacéao
de um fendtipo variante. Acredita- se que em seres humanos, existam aproximadamente 3
milhdes de SNP numa uma frequéncia de 1 em cada 300 a 1.000 bases nitrogenadas
(GRIFFITHS et al., 2016). Os SNPs podem influenciar na expresséo de genes a partir da
atividade do promotor, na conformacdo do RNA mensageiro e sua estabilidade, além de
alterar proteinas. Dessa forma, os SNPs estdo propicios ao desenvolvimento de doencgas
e disfuncdes (SHASTRY, 2009).

A presenca do polimorfismo -590C/T (rs2243250) no gene da IL-4 (IL4) tem sido

caracterizada em doencas de carater inflamatério crénico, como a artrite reumatoide e o
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lUpus, sendo associado a gravidade da resposta clinica nessas patologias (HUSSEIN et al.,
2013; PARK et al., 2017). A mutac&o no gene da IL-4 tem sido associada a diminui¢ao nos
niveis plasmaticos da molécula (MORENO et al., 2007) e relacionada com alteracdes nos

processos inflamatérios.

Outra molécula conhecida por interferir na resposta inflamatéria € o IFN-gama, a qual
tem sido reconhecida pelo seu papel em mecanismos inflamatorios de doencgas crénicas e
autoimunes. O polimorfismo +874 T/A (rs2069705) no gene do INF-gama (IFNG) é
conhecido por influenciar nos processos inflamatérios, sendo descrito por estar associado
a expressao elevada da molécula (PRAVICA et al., 2000). Estudos tém demonstrado que
a alteracdo na resposta anti-inflamatoria pode ter efeito significativo nos processos

inflamatérios ocorridos no AVC isquémico.

Deste modo, o presente estudo investigou a presenga de polimorfismos nos genes da
IL4 e IFNG nos pacientes pediatricos com historico de AVC, comparando a frequéncia dos
SNPs em um grupo controle. Cumpre ressaltar que a investigacdo simultanea de varios
fatores que influenciam na ocorréncia do AVC tem sido realizada como objetivo de
descrever possiveis alvos associados a ocorréncia da manifestacdo clinica, bem como

contribuir com possiveis informacdes referentes a futuras estratégias terapéuticas.
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3. OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Investigar polimorfismos nos genes das moléculas inflamatorias, como o 1L4 -590C/T
(rs2243250) e 0 IFNG +874 T/A (rs2069705), associando-0s a parametros laboratoriais e

a ocorréncia do AVC em pacientes pediatricos com a anemia falciforme.
OBJETIVO ESPECIFICOS

e Realizar as andlises hematoldgicas e bioquimicas em pacientes com AF;

e Investigar a presenca dos polimorfismos IL4 -590C/T (rs2243250) e o IFNG +874
T/A (rs2069705);

e Quantificar as citocinas IL-13, IL-8, IL-6, IL-12 e TNF nos pacientes, associando-0s
seus niveis séricos com os perfis genéticos e laboratoriais entre os pacientes com e

sem histérico de AVC.
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4. METODOLOGIA
4.1 Casuistica

A casuistica foi composta por 66 pacientes com AF, sendo o grupo caso constituido
por 24 pacientes com histérico de AVC, que frequentam o ambulatério de Doppler
Transcraniano da neuropediatra do Centro Pediatrico Professor Hosannah de Oliveira
(CPPHO), do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), da Universidade
Federal da Bahia (UFBA), CPPHO/HUPES-UFBA. Também foram incluidos no estudo 42
pacientes com AF sem historico de AVC, compondo o grupo controle, O estudo seguiu as
normas de Boas Praticas Clinicas (Good Clinical Pratice — GCP), os principios éticos da
Declaracao de Helsinki e suas revisdes e a Resolucéo 466/2012 do Conselho Nacional de
Saude. O projeto foi aprovado pelo CEP do Complexo Hospitalar da Universidade Federal
da Bahia sob no 287.768/2013.

4.2 Critérios de inclusao:

Foram incluidos no estudo individuos que possuiam o perfil de hemoglobinas com o

genotipo da AF (HbSS), com idade até 17 anos.
4.3 Critérios de exclusao:

Foram excluidos pacientes sem a confirmagao do perfil de hemoglobinas por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) para a AF (HbSS); ou que apresentaram
sorologia positiva para HIV, HCV, HTLVI e Il e HBV.

4.4 Coleta de amostras:

Foram coletados 15 mL de sangue venoso dos participantes, sendo que 5 mL foram
coletados em anticoagulante EDTA para as avaliagées hematoldgica e extragdo de DNA e
10 mL sem aditivos para a separagao de soro a ser utilizado nas dosagens bioquimicas e
imunologicas. As amostras foram coletadas no CPPHO/HUPES-UFBA e devidamente
transportadas para os laboratérios de Analises Clinicas e de Pesquisa em Anemias da
LACT-FAR — UFBA, onde foram realizadas as determinagdes hematolégicas e bioquimicas

e para o laboratorio de Investigagao em Genética e Hematologia Translacional do Instituto
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Gongalo Moniz, FIOCRUZ-Bahia, onde foram realizadas as analises imunoldgicas,

genéticas, estruturagdo do banco de dados e analises estatisticas.

4.5 Analises hematoldgicas:

A confirmagao do perfil de hemoglobinas foi obtida pelo método automatizado de
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) utilizando o equipamento Variant Il - Bio-
Rad (Califérnia, USA). Também foi realizado o hemograma em todos os participantes,
utilizando-se o contador eletrénico Pentra 80 (HORIBA DIAGNOSTICS, Montpellier, FR). A

contagem de reticulécitos foi realizada pela coloragdo com o azul de cresil brilhante.

4.6 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas incluiram a determinacédo do perfil lipidico (colesterol total e
fracdes e triglicerideos), albumina, proteinas totais e fracdes, bilirrubinas total e fragdes,
desidrogenase latica (LDH), transaminases (ALT e AST), perfil renal (uréia e creatinina) e
ferro, sendo que estas foram realizadas pelo método automatizado utilizando o A25
(BIOSYSTEMS SA, Barcelona, Spain). A dosagem de ferritina foi realizada no Access 2
(Beckman Coulter Inc, CA, EUA) e as determinagdes de proteina C reativa, alfa 1
antitripsina, e antiestreptolisina O (ASLO) foram realizadas no Immage (Beckman Coulter
Inc, CA, EUA).

4.7 Andlises genéticas

Cerca de 200uL de sangue periférico foram usados para extrair o DNA gendmico dos
leucocitos por meio do QIAamp DNA Blood Kit (QIAGEN, EUA), de acordo com as
recomendacdes do laboratério. A concentracdo e a qualidade do DNA isolado foram
avaliadas no NanoDrop ND-1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE, De Meem, Holanda). O
polimorfismo no gene da IL4 -590 C> T (rs2243250) foi investigado pela técnica de reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) e polimorfismos de comprimento de fragmento de restricao
(RFLP). A regido de interesse foi amplificada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando 0s seguintes primers: 5-TAAACTTGGGGAGAACATGGT-3' e
5TGGGGAAAAGATAGAGTAATA-3', para a investigagao do polimorfismo no gene IL4. O
polimorfismo IFNG +874 T>A (rs2069705) foi investigado por PCR alelo especifica, usando
dois primers de sentido; 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-3 '(primer A) e 5'-
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TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3' (primer T) e um primer comum reverse 5'-
TCAACAAAGCTGATACTCCA-3.

4.8 Dosagem de citocinas

As concentragdes plasmaticas de IL-1p3, IL-8, IL-6, IL-12 e TNF foram investigadas por
imunoensaio baseado em particulas usando o BD ™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Inflammation Kit (BD Bioscience, San Jose, CA, EUA) , de acordo com o protocolo do
fabricante. A populagao de esferas foi obtida em um bioanalisador BD FACSArray ™ (BD
Bioscience, San Jose, CA, EUA) e o Software FlowJo, LLC (BD Bioscience, San Jose, CA,

EUA) foi usado para analisar os dados.
4.9 Andlises estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) v. 20.0 (IBM, Armonk, Nova York, EUA) e GraphPad Prism versao
6.0 (GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). Os valores de p <0,05 foram
considerados significativos. Foram utilizados os testes ANOVA, Kruskal Wallis, x2 e exato
de Fisher. O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi calculado para cada SNP pela
calculadora do programa on-line da Tufts University, EUA (www.tufts.edu). Aqueles com
associacdo estatisticamente significante (p <0,05), quando comparados as frequéncias

esperadas para cada gendotipo, foram admitidos como fora do equilibrio.
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5. RESULTADOS

Caracteristicas basais

As caracteristicas basais de criancas com AF com histéria prévia de AVC e do grupo
controle, incluindo a média * desvio padrdo (DP) dos dados laboratoriais, foram

apresentadas na Tabela 1.

Perfil hematolégicos e bioquimicos dos pacientes

A comparacdo entre os perfis hematologicos e bioquimicos entre o grupo com
historico de AVC e o grupo controle mostrou que os individuos com AVC apresentaram
diminuicdo nos niveis de albumina (p = 0,006), acido urico (p = 0,0395) e proteinas totais

(p = 0,0087), bem como 0 aumento na contagem de reticulécitos (p = 0,0101) (Figura 2).

Frequéncias genotipicas

A partir das analises dos dados genéticos desta amostra, foi identificado que as
frequéncias genotipicas dos polimorfismos (Tabela 2) ndo se encontram em Equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Associacdes entre polimorfismos nos genes IFNG e IL4 e parametros laboratoriais

em pacientes com AF

Pacientes com a presenca do alelo variante T no gene IL4 tiveram contagem
aumentada de linfécitos (p = 0,0152) e plaqguetas (p = 0,0203), além de PCT (p = 0,0227),
bilirrubina direta (p = 0,0054), niveis IL1-B (p = 0,0300), IL-8 (p = 0,0167) e IL-12 (p = 0,0095)
(Figura 3). Nao foi encontrada associagao estatisticamente significante entre a presenca de

polimorfismo no gene do IFNG e os parametros laboratoriais avaliados neste estudo.

Associacao entre polimorfismos nos genes IFNG e IL4 e parametros laboratoriais no

grupo com AVC

No grupo pediatrico com historico prévia de AVC o alelo variante T do polimorfismo

-590 C> T no gene IL4 esteve associado ao aumento nos valores de RDW (p = 0,0105),
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LDL-C (p = 0,0351), AST (p = 0,0292), bilirrubina total ( p = 0,0468) e niveis de bilirrubina
indireta (p = 0,0351), bem como na diminuicdo dos niveis de MCV (p = 0,0105) e MCH (p =
0,0421) (Figura 4). Nao foi encontrada associacdo estatistica entre a presenca de

polimorfismo no gene do IFNG e os parametros laboratoriais no grupo com AVC.



Tabela 1. Caracteristicas bases em pacientes com AF, incluindo dados hematoldgicos,
bioguimicos e inflamatérios.

Caso Controle

N Média £ DP N Média + DP

Género
Feminino 14 17
Masculino 10 25

Idade (Anos) 24 13,29+45 14,64 + 3.7
Parametros laboratoriais
Hematol6gicos
RBC, x108/L 2,84 £0,52 3,02+0,85
Hemoglobina, g/dL 9,04 £1,26 9,11 +1,80
Hematocrito, % 26,35 + 3,89 26,94 + 5,60
MCV, fL 93,74 £11,35 90,81 + 10,47
MCH, pg 32,03 +£4,26 30,79 £ 3,49
MCHC, g/dL 34,14 £ 1,51 33,92 +1,04
RDW (%) 20,9 £ 3,17 21,60 + 4,48
Contagem de reticuldcitos (%) 6,48 £ 2,79 437+2,12
Bilirrubina total, mg/dL 2,49 £1,92 2,89+1,77
Bilirrubina direta, mg/dL 0,40 £ 0,18 0,4+0,17
Bilirrubina indireta, mg/dL 2,09+1,84 249 +1,72
LDH, U/L 1158,04 + 519,04 1042,14 + 441,04
Leucodcitos
WBC (/mL) 12054,58 + 3567,43 10716,66 + 3250,58
Neutrofilos (/mL) 6198,29 + 2444,98 5308,09 + 2403,72
Eosinofilos (/mL) 371,33 £ 309,17 417 + 339,74
Linfocitos (/mL) 4278,75 £ 1611,37 3856,92 £+ 1694,02
Mondcitos (/mL) 1020,16 + 493,18 1007,83 + 476,06
Plaguetas
Contag. de plaquetas, x103/mL 392,83 + 133,80 399,16 + 152,02
Média vol. de plaquetas, fL 7,7+1,25 7,92 +£0,85
PCT (%) 0,30+0,11 0,31+0,13
Glicose
Glicose, mg/dL 80,00 + 7,96 83,07 £7,91
Metabolismo de lipidios
Colesterol total, mg/dL 135,82 £41,31 124,26 + 25,83

Triglicerideos, mg/dL 129,04 £ 98,19 109,23 + 35,26



HDL-C, mg/dL 33,82 +£12,28 37,04 £8.48
LDL-C, mg/dL 71,70 £ 20,80 63,19 + 22,04
VLDL-C, mg/dL 22,56 £ 12,25 23,66 £ 10,9
Figado

ALT, U/L 21,47 £ 17,73 19,57 + 14,19
AST, U/L 43,95 + 20,10 42,78 + 18,54
Proteina total, g/dL 8,0+0,88 8,62 + 0,87
Albumina, g/dL 4,51 +£0,511 4,91 +£0,32
Globulina, g/dL 3,48 £ 0,66 3,71+£0,78
Rim

Nitrogénio da ureia, mg/dL 20,35+ 8,14 17,48 = 7,50
Creatinina, mg/dL 0,46 + 0,15 0,51+0,19
Inflamacéao

IL-8, pg/mL 5,16 + 3,22 4,06 + 2,55
IL-18, pg/mL 10,00 + 4,34 8,38 £5,49
IL-6, pg/mL 14,69 + 1,99 14,31 + 3,46
IL-10, pg/mL 12,18 + 1,20 12,21 +2,94
TNF, pg/mL 3,30+£1,47 3,45+1,95
IL-12, pg/mL 8,04+3,71 10,40 £ 15,64

19

RBC: globulos vermelhos; MCV: volume celular médio; MCH: hemoglobina corpuscular
meédia; MCHC: concentracdo meédia de hemoglobina corpuscular; RDW: largura de
distribuicdo dos glébulos vermelhos; LDH: lactato desidrogenase; WBC: globulo branco;
VPM: volume plaquetario médio; PCT: plaquetas; HDL-C: colesterol de lipoproteina de
alta densidade; LDL-C: colesterol de lipoproteina de baixa densidade; VLDL-C: colesterol
de lipoproteina de densidade muito baixa; AST: aspartato amino-transferase; ALT:
alanina amino-transferase; IL-8: interleucina-8; IL-1B: interleucina-1 beta; IL-6:

interleucina-6; IL-10: interleucina-10; IL12: interleucina-12, TNF: fator de necrose tumoral.



Tabela 2. Frequéncias dos polimorfismos entre 0 grupo caso e o0 grupo controle.

Frequéncias Genotipicas

Polimorfismo Genotipo Caso (%) Controle (%)
IFNG +874 T>A TT 5,00 (1/20) 40,47 (17/42)
TA 40,00 (8/20) 11,90 (5/42)

AA 55,00 (12/20) 47,6 (20/42)

IL4 -590 C>T cC 15,00 (3/20) 25,00 (10/40)
CT 60,00 (12/20) 62,50 (25/40)

TT 25,00 (5/20) 12,50 (5/40)

20
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Figura 3. Associacdo dos dados laboratoriais com a ocorréncia de AVC. Criangas com historia prévia de
acidente vascular cerebral exibiram: A) aumento da contagem de reticulécitos (valor p obtido por Mann
Whitney), B) diminui¢cdo nos niveis de proteinas totais (valor p obtido pelo teste t), C) diminuigdo nos niveis
de albumina (valor p obtido pelo teste t teste) e D) diminui¢cao nos niveis de &cido Urico. O valor de p foi

calculado pelo teste t.
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Figura 4. Associagdo entre dados laboratoriais e o polimorfismo -590 C>T IL4. Criangas com AF portadoras

do gendétipo CT / TT exibiram A) aumento de linfécitos e B) contagem de plaquetas, além de C) aumento do

plaguetécrito. Esses pacientes também exibiam D) aumento da bilirrubina direta, E) aumento nos niveis de
IL-1B, F) IL-8 e G) IL-12. O valor de p foi calculado pelo teste U de Mann-Whitney.
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concentracdes de MCV e B) de MCH, bem como C) na de RDW. Além disso, esses pacientes também exibiam
D) niveis aumentados de LDL-C, E) AST, F) bilirrubina total e G) bilirrubina indireta. Valor de p foi calculado
pelo teste U de Mann-Whitney.
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6. DISCUSSAO

Umas das manifestacdes clinicas mais graves e com consequéncias debilitantes na
anemia falciforme, é o AVC, sendo bastante comum entre individuos com o alelo beta S em
homozigose, contudo, a fisiopatologia do desenvolvimento dessa manifestacdo permanece
pouco elucidadas. Estudos sugerem uma condi¢cdo multifatorial para a ocorréncia do AVC
na AF (SILVA et al.,, 2011; SWITZER et al.,, 2006). Neste cenério, estudos classicos
demostram que marcadores laboratoriais tém tido papeis importantes para identificar
possiveis riscos de ocorréncia do AVC em individuos com AF, visto que ha relagbes entre
a contagem elevada de reticulécitos e eventos de AVC (ADAMS et al., 1994; BERNAUDIN
etal., 2011; PAVLAKIS et al., 2010; SILVA et al., 2011).

Um dos fatores que contribuem para o desencadeamento de crises vaso-oclusiva € a
presenca de moléculas de adesdo na membrana dos reticulocitos, os precursores dos
eritrocitos. (KATO et al., 2007). A adesao de reitculécitos ao endotélio vascular estimula
diversos processos inflamatorios, o que tem sido considerado como o ponto de ligacao
entre a hemdlise e a vaso-oclusdo (KATO et al., 2017). Devemos considerar que a relacédo
entre a hemdlise e a ocorréncia do AVC ainda nao esta bem estabelecida na fisiopatologia
da AF, todavia, estudos indicam para a relacdo direta entre 0 quadro hemolitico e o risco
de AVC em pacientes pediatricos com a doenca (BELISARIO et al., 2018; CONNES et al.,
2013).

Foi encontrado no presente estudo, uma contagem elevada de reticulocitos em
pacientes pediatricos com historico prévio de AVC, o que indica uma associacao
significativa para a ocorréncia dessa manifestacéao clinica. Diversos estudos na literatura
vém relatado essa associagdo que tem sendo confirmada a cada estudo sequente. (ADAMS
et al., 1997; PAVLAKIS et al., 2010; BERNAUDIN et al., 2011; SILVA et al., 2011). Dentre
0s marcadores laboratoriais, a contagem de reticulécitos € considerada por diversos
autores como O mais importante marcador laboratorial associado ao risco do
desenvolvimento de um AVC (BERNAUDIN et al., 2011; SILVA et al., 2011; MEIER et al.,
2014; BELISARIO et al., 2016;). Dessa forma, nossos resultados para a contagem elevada
de reticulécitos, sugerem os individuos com historico de AVC, possuiam um quadro
hemolitico mais exacerbado, o que contribui diretamente para os processos inflamatérios

cronicos e para o desencadeamento da vaso-oclusdo, uma vez que o aumento da anemia
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hemolitica crénica € uma das consequéncias do aumento da contagem de reticuldcitos na

circulacédo sanguinea (KATO et al., 2007)

A transfusdo de hemocomponetes € um uma terapia utilizada para reduzir aspectos
clinicos dos pacientes com AF, reduzindo os riscos do paciente vir a desenvolver um AVC,
uma vez que reduz a hemodlise intravascular e consequentemente, diminui a ocorréncia de
vasculopatia e obstru¢cdo dos vasos sanguineos. (KATO et al.,, 2007; LEZCANO et al.,
2006). Nossos resultados para marcadores hematolégicos como hemoglobina e
hematdcrito foi encontrados elevados em pacientes com histérico de AVC, nédo é
caracteristico para esse grupo (HOPPE et. al, 2004), o que sugere que a transfusdo de
hemocomponentes pode ter alterado o perfil hematoldgico desses pacientes. (COHEN et.al,
1992; VERDUZCO & NATHAN, 2009).

A polimerizacéo da HbS no contexto da AF é a origem de toda fisiopatologia da doenca,
uma vez que a mesma promove a ocorréncia da hemdlise e consequentemente toda a
cadeia que leva a vaso-oclusdo, contribuindo para o quadro inflamatério crénico nos
pacientes. Nesse contexto, o quadro hemolitico crénico possui implicacdes patoldgicas
importantes, por conta da liberacao intravascular de hemoglobina e arginase, o que provoca
a biodisponibilidade e NO, contribuindo a vaso-oclusdo e estado inflamatério crénico,
levando ao aparecimento de manifestacdes clinicas (CONRAN & BELCHER, 2018;
BELISARIO et al., 2016; SAEED et al., 2007).

Podemos associar 0 processo vaso-oclusivo, que desencadeia a obstrugéo vascular
no AVC, com a expressdo de moléculas inflamatorias, visto que, esses mediadores
contribuem para a formacdo de agregados celulares que irdo obstruir o fluxo sanguineo
cerebral, devido a resposta exacerbada ao dano endotelial (BELISARIO et al., 2018). A
partir de estudos que investigam amplamente as alteracdes no perfil inflamatério, foi
possivel elucidar uma associacdo entre o fendmeno da inflamacédo com a ocorréncia de
AVC isquémico em pacientes com AF (MUIR et al., 2007). Podemos comparar essas
associagfes com outras condic¢des inflamatorias crénicas, como a artrite reumatoide, a qual
estudos sugerem que a inflamacdo é um fator que contribui significativamente para o
desenvolvimento do AVC (EMSLEY & TYRRELL, 2002; MARADIT-KREMERS et al., 2005;
SOLOMON et al., 2006). Em contrapartida, pacientes com artrite reumatoide que foram
tratados com terapia anti-inflamatorias, como o bloqueio de TNF, apresentaram um risco

reduzido para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, o que evidencia o papel
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dos processos inflamatérios na obstrucdo vascular (BEK et al., 2017; DHILLON & LIANG,
2015; WOLFE & MICHAUD, 2004).

Para Smith & Humphries (2009), os variados niveis plasmaticos das citocinas
inflamatoérias podem sem influenciados por fatores genéticos e ambientas. Sendo que as
alteracoes genéticas podem provocar uma modificacdo estrutural das proteinas ou alterar

0s niveis de expressao das citocinas, podendo interferir na resposta inflamatoria.

Genes especificos podem funcionar como precursores para o desenvolvimento do AVC
no cenario da AF, principalmente genes que estdo relacionados com a trombose, a
inflamacgéo e adeséo celular (HOPPE et al., 2004; VOETSCH et al., 2007).

Contagem de linfécitos e plaquetas, bem como niveis de proteinas totais e bilirrubina
direta, além de niveis elevados de citocinas inflamatérias como IL-12, IL1-3 e IL-8 foram
encontradas nesse presente estudo em associacdo com 0s pacientes portadores do alelo
mutante T do gene IL4, o que sugere que esse polimorfismo tem efeito no estado pro-
inflamatério. A IL-4 tem atuacdo em diversas fun¢des biolégicas com papel bem descrito na
via de diferenciacdo de células do tipo Th2, com papel importante nas respostas infeccées
parasitarias e reacdes alérgicas (CHIES & NARDI, 2001; ZAMORANO et al., 2003).
Segundo WEI e colaboradores (2017), a IL-4 pode apresentar um efeito anti-inflamatério,
interferindo na expressdo de moléculas pré-inflamatérias do perfil Thl. Na AF, a presenca
de niveis mais elevados de citocinas do perfil Th2 tem sido associada a individuos em
estado estavel, mas os efeitos dessas citocinas na fisiopatologia da AF ainda nao foram
elucidados (PATHARE et al., 2004; RAGHUPATHY et al., 2000).

Nesse trabalho, foi encontrado um resultado que sugere que o alelo mutante T diminui
a expressdao dessa citocina de carater anti-inflamatério, promovendo entdo, o
acontecimento de eventos pro-inflamatérios, uma vez que, a IL-4 tem papel importante
interferindo na via de diferenciacdo Thl, a qual é responsavel pelo aparecimento
intravascular de citocinas pré-inflamatérias como a IL-12, IL1-B e IL-8 (ABBAS et al., 2015).
Ou seja, os baixos niveis de IL-4 em decorréncia do alelo mutante T, condiciona essa
citocina a um efeito pro-inflamatério. Em individuos com artrite reumatoide por exemplo, o
genotipo TT foi associado a reducao dos niveis plasmaticos de IL-4 (BOZZI et al., 2009;
HUSSEIN etal., 2013; TINDALL et al., 2010). Porém, outros estudos descrevem niveis mais
elevados dessa citocina na presenca do alelo T (TANGTEERAWATANA et al., 2007).
Dessa forma, € necessario compreender a atuacao genética desse polimorfismo no gene,

além de considerar outros fatores genéticos e ambientais que podem levar a essa
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divergéncia. Isso evidencia que os polimorfismos podem se comportar de forma diferentes
nas populacdes, principalmente quando associados a herancas étnicas, que podem
influenciar na expressao (HOFFMANN et al., 2007).

Considerando o grupo com historico prévio de AVC, foi encontrada neste estudo uma
associacgao entre a presenca do alelo T e os baixos niveis de marcadores laboratoriais como
VCM e HCM, que nesse contexto, qguando em baixos niveis, sao indicadores de anemia
microcitica (SILVA et al., 2001). Observou-se também uma associacao entre os valores de
RDW, LDL, AST, bilirrubina total e indireta, com valores mais elevados em pacientes
portadores do alelo T. Esses marcadores sé&o importantes indicadores para a gravidade da
doenca, em que o seu aumento reflete num quadro clinico agravado. Dados da literatura
descrevem que a presenga do alelo T na artrite reumatoide é mais frequente em individuos
com a forma ativa da doenca (PAWLIK et al., 2005), sugerindo entdo que o polimorfismo

pode contribuir para o um estado pré-inflamatorio.

Considerando a populacao estudada, o alelo mutante no gene IFNG foi encontrado em
maior frequéncia, uma evidéncia que é corroborada pela literatura, em que o alelo mutante
€ mais frequente que o selvagem em outras populacées (GHASEMIAN & SHAHBAZI, 2016;
PAVLAKIS et al.,, 2010). Em relacdo a ocorréncia do AVC, ndao foram encontradas
associacgOes estatisticamente significantes na presenca do alelo mutante A na populacao
estudada. O efeito do polimorfismo IFNG +874 T>A na expressao génica € controverso,
alguns estudos apontam que os diferentes gendtipos podem influenciar a expresséo, com
0 genotipo TT estando associado a niveis mais elevados de expressao génica, o TA com
expressao média e o AA com baixos niveis de expressao (AL-MOHAYA et al., 2016). Em
contraponto, outros estudos sugerem uma associacdo dos polimorfismos com o
desenvolvimento de doengas autoimunes, contudo, ndo confirmam tal associacéo (LEE &
BAE, 2016). Dentro dessa perspectiva, outras variaveis genéticas podem interferir sobre o
efeito do SNP, o que promove uma plasticidade de efeitos em diferentes populacoes,

principalmente considerando os grupos étnicos (HOFFMANN et al., 2002)

No que se diz a respeito das frequéncias genotipicas e o equilibrio de Hardy-Weinberg,
foi identificado que as frequéncias polimorficas dos genes do IFNG e IL4 nao se encontram
em equilibrio. Uma das premissas para o modelo do equilibrio de Hardy-Weinberg é de que
as populagdes sejam infinitamente grandes, o que néo fez parte desse estudo, uma vez

gue o N amostral foi menor do que 1000 individuos, dessa forma, o resultado encontrado
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possui efeito preliminar, sendo necessario a investigacdo em um N amostral mais robusto
(WIGGINTON et al., 2005).

O presente estudo possui um namero limitado de individuos, e por conta disso, N0SS0s
resultados possuem um efeito preliminar, sendo entdo necessario futuros estudos com um

numero amostral maior, para que se possa confirmar os achados atuais.
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7. CONCLUSAO

Através do presente estudo foi possivel descrever que os individuos HbSS com histérico
prévio de AVC apresentaram alteracdes nos parametros laboratoriais, tais como contagem
de reticulécitos, dosagem de proteinas totais, albumina e acido urico, sugerindo que estes
como possiveis biomarcadores associados ao evento. Em contrapartida, o polimorfismo
+874 na regiao promotora no gene do IFNG n&o foi associado com a ocorréncia de AVC
na populacéo estudada, sendo o alelo mutante no gene do IFNG mais frequente que o alelo
selvagem, uma frequéncia que corrobora outros estudos da literatura. O polimorfismo IL4 -
590 C>T apresentou uma associacao estatisticamente significante com alteracbes nos
parametros laboratoriais, como RDW, LDL, AST, bilirrubina total e bilirrubina indireta,
sugerindo um efeito positivo para gravidade da doenca. Ainda assim, o alelo mutante T no
gene IL4, esteve associado com niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias como IL-8,
IL-1B8 e IL-12, indicando que o polimorfismo pode estar contribuindo para o aumento do
estado pro-inflamatério. Dessa forma, conclui-se que o estudo de mudltiplas variaveis
genéticas simultaneas pode contribuir para o esclarecimento desses fatores na ocorréncia

do AVC, tendo em vista que essa manifestacao clinica possui um carater multifatorial.
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ANEXOS

A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE 18 ANOS

Vocé estda sendo convidado a consentr com a participacdo do menor

no estudo

chamado: “Alfa-1-Antitripsina e Anemia Falciforme: Avaliacdo Genética, Protebmica e de

Mecanismos Associados a Inflamagdo e a Homeostase Sanguinea ”, uma vez que

oficialmente € o seu representante legal.

A participacdo do menor € totalmente voluntaria e a sua permisséo para a sua participacao

no estudo pode ser retirada a qualquer momento, néo resultando em punigdes.

A anemia falciforme € uma doenca genética muito comum na populagéo de Salvador, sendo
gue o individuo doente apresenta crise de dor decorrente da oclusédo das veias pelas células
vermelhas que possuem o formato de foice, podendo também possuir infec¢do e outros

tipos de alteracdes clinicas tais como alteracéo nos olhos, rins, coracao, pulméao e cérebro.

Nessa pesquisa serdo investigados pacientes com anemia falciforme, que possuem a
hemoglobina S, alteracdo que muda a forma das células vermelhas que ficam rigidas,
facilitando a obstrucdo de veias e juntamente com as células brancas participam das crises
de dor e podem contribuir para a ocorréncia de derrame, problemas no coracao, nos olhos,
nervos e pulmdes. O sangue retirado sera destinado ao estudo do DNA, RNA, células
brancas e de algumas substancias que ajudam na ligacdo das células as veias, além do

estudo de fatores que contribuem para os fenbmenos de vaso-ocluséo.

Tendo em vista 0S motivos apresentados, convidamos o]
menor a participar desta
pesquisa.

Os registros da participacdo do menor no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo
do conhecimento apenas da equipe participante do projeto e do médico que o acompanha.
Os dados individuais dos exames e informag6es do prontuario serdo do conhecimento
somente dos pesquisadores envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua identidade sera

mantida em segredo e nenhum outro grupo tera acesso as informacfes coletadas, tais
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como seguradoras, empregadores ou superiores, de acordo com a resolugcdo Res. CNS
340/2004, item V.1.e.

A permissdo para que 0 menor participe

deste estudo implicara na retirada de 20 ml de sangue, quantidade igual a trés colheres de
sopa cheia, para que possamos ser realizados o estudo das células do sangue, do DNA e
RNA. Também queremos que vocé concorde que as amostras colhidas sejam
armazenadas e possam ser utilizadas em estudos futuros, desde que estes estudos
adicionais sejam analisados por um Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e
sigam o0s aspectos éticos determinados nas resolugcbes 466/12 e 347/05 do Conselho
Nacional de Saude, além de contribuir para a obtencdo de conhecimentos novos

relacionados a doenca.

Comunicamos que o sangue sera colhido do braco, podendo acarretar em riscos e
desconfortos, como formacao de hematomas, sangramento e dor. Entretanto, a coleta de
sangue sera realizada por pessoal habilitado e especializado, visando diminuir estes riscos.
A realizagdo de coletas adicionais dependera do meédico e estard relacionada,

simplesmente, ao acompanhamento clinico e avaliacao peridédica do menor.

A participacdo do menor no estudo ndo trard beneficios diretos, mas possibilitara a
realizacdo de exames que nao sao realizados na rotina, podendo trazer informacdes
importantes referentes a anemia falciforme, proporcionando a obtencdo de dados que
poderao ser utilizados futuramente no acompanhamento dos pacientes, na busca de novos

medicamentos e na implantacédo de politicas de saude.

Vocé teve todas as explicacdes sobre o projeto e receberd uma coOpia deste termo de

consentimento livre e esclarecido.

Por favor, entre em contato com a pesquisadora responsavel pelo desenvolvimento do

projeto, caso vocé necessite de maiores esclarecimentos:

Se tiver qualquer duvida, vocé pode procurar a Dra. Marilda de Souza Gongalves na
FIOCRUZ (telefone: 3176-2226), ou a aluna Caroline Conceicao da Guarda (telefone: 3176-
2256).



B - QUESTIONARIO

Projeto: Alfa 1-antitripsina e Anemia Falciforme: Avaliacio molecular e protedmica
de mecanismos associados a inflamacao ¢ a homeostase sanguinea

QUESTIONARIO PARA PACIENTES E CONTROLES

Nome; {NOME?

Endereco:

Registro: {REG}

Ldade: {T}

01.
0z,
03,
04,
05,
0.
07.
0%.
09.
1.
11

14.

15,

N° Pront. HEMOBA® {PRON}

Geénero; {CONCR:

Qual a sua cor? feer] { ) Brancaln| () Wegrai]

Voue esluda? {TST) () NAOT[

Nivel de escolandade; {NTSC} () Allbeuefo] ()

Numero de inmios; {INIRM} ) 0[ b1

Familiares com DF? [FDFALCY { Nenhumfiy

Tdade primeira menstrmacia: {TPM} ( Nio menst.|0|

Ja engravidou? {ENGRA} ( NAO (0]

Lsta gravida? {GRA} ( NAO [0]

Usa anficoncepeional? {ANTICO} ( NAO [0]

Menstrmacio € regnlar? {MREG] ( NAO ]

Idade do 1° diagndstico de Dosnga ( <6 m 0]

Faleifonne: {ID} ( 10 - 14an0s [3]

LCletrotorese de [Ib (EHB} () AA[0] () S§[1

() SD[5]

Hapldtipo {HAPL 1 Sen|n () Carl1] i
[ ) Afipls] () 1¢] i

Talassenna (Tat) [ ) Negalivo[0] {
() Iletero 4.2[3] -

Migloperoxidase {MPO} () GG

Alelo mutante Micloperoxidase 7 {MUTMPO} [ ) NAO|0

Alla T antunpsina {A1ATP} ) MMJ[O ]

) 5Z[3]
Jé esteve internado? {INTER} () NAO[W
Se STM, qnantas vezes? {QTNTER] (SR | (

Sigla: fsigh Tclefone: )
Data de Nasc.: [/ -
() Masculimo [0] () Femnnno [1]
() Pardajz (1 Amarela)3| () Indigenaj4|
() SIMII]
AEAEM[] () AESEM[2] () A3 MD[3]
{ ) 21021 (0 33 { ) 4oui[4]
{3 Paim (1 Miaer? ) Trman [3]
O3 0911 () 12-147) ) 1517 ]3
( ) SIMI[1]
() SIM [1]
() SIMI1]
() SIM |1
() 6m-4anos 1] () 5-9%anos|2]
() 15-17anos [4]
() SCr () SBIEI () SBi4]
Hanl 2| [ Cam|3)| () San-Ara 4]
1|7 (3 Img]
Helero 3.7[1] ( ) Homo3.7[2]
[Tome 4.2[1]
¢ 1 AG] () AA[L]
) SIM [1]
MZ[1] ¢ ) MS[2]
S8 () ZZ[5]
SIM [1]
) 2-51] (7 6-10]2] () llou—[3]

39
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-.-'{‘I'l'l_[:

Qual especialidade? [(ESPEC { ) Cardiologia [0] 1 Oftalmologia [1] { 1 Newologia [2]
{ 1 Infectologia [3] ) Proeumologia [4] { ) Cirnrgia [5]
{0 Angiologia [8] ) MWefrologia [7] { ) Clinica da Dor
{1 Outras ]

Td teve pneumonia? {PNELT} ( ) NAO[o] () SIM[1]

Se SIML quantas vezes? [QPNEL ) 1mM [ 2-311] {3 1-6[2] L)

5S¢ SIM. reve fehre? {FERRE} () NAOI ) SIM[I

Anormalidade no BX? JARXD ( ) NAO[0] (1 SIMIL]

Cmanda internado. nson medicacda? jMeNEL () NAOT [y SIM[]

(s {TIRSCMPNELT

I'cwe o tem eaplenomegalia? {RPTE} ()Y NAQO O SIMN

Iim que pericdo” (PRRIOFSPTE} Cor=hmol( Yeme=Tano [17( 12-3a[2]( y4-5a3]( J=6al1]
Teve crise de seqiesto esplénico? {SCQLSPLT ! {1 NAD|g ( 1 SIM]|L)
Se SIM. quemlas veres? {QSFQFESFIF}
Fuz uso profilaico de Penicilina? {PROP} { ) NAO| {1 SIM 1)
Se SIM, qual? [QPRNT () Pemieilma Wooral [0] ) Pomoihma benezima [1]
Se Sint bia quanto lempe? {QTPEN} () alé ] anoe 0] {1} —delanoalanos|1]
() +3anosasanos |2 { 1} —5anosa7 ancs|3)
() +de 7 anoes 1]
T teve AVC? {AVC) [ ) NAO|Q () SIMI1]
Se SIM. quantas vezes? {QAVT; yoLyo] P21 ) 312 0 dou—+(3
Se SIM. seqiielas do AVCT? [SEQAVC] () NAOW O SIM[1
Té fez ressondncia magnética? {ROSSOMAG) { ) NADI[O] i) SIMII]
Alguma alteracio? [ALTRESSOMAG) {3 NAO[0] { ) SIMI1]
Esplectonmuzado? [=SPLECTO} { ) NAO|0] {3 SIM|1]
Esplenzctomia; {1POESPLECTO) { 3 Toral[0] { 3 Parcial [1]
Apresenta asma? {ASMA} { ) NAO[0] { v SIM[1]
Se SIML quanras crizes nos Glnmos 06 meses? {QASMA} [ O ) 1-3[1] (3 4-7[2] ) Sou+
Faz uso rezular de nebulizacho? [NEBLU] { [0] NAO () SIMIL]
Tem crises de dor? JCRISDOR) { ) [MNAOD () SIMIL]
Se SIML. quantas crizes nos Ultimos 06 meses” {QCRISDOR) O oam [y 1-3[1] Ly 4707 {} Eout
Cando foi a Olima crise? {ULTCRISDOR] () =lmés[] () 1-3mpl] () Amout[2]
Lsa medicacdo para a dor? MDOR} () NAO[] {1 SIMI[I
Preserita por nm médica? {PRESMDOR} () NAO[] { ) SIM[N
Agstslido pon especiahisia e dor”? {FSPRCTIOR} () NAOT0] ) SIMM
I'a7 tratamento com hidroxinréia? {HIMROXT! () NAOI] 1 SIMIN
[z s de algumz medicagdo? {MEDICY { ) NADT0] O} RIMTN
Se SDVL qual? {DOSCMEDIC
Com gue feqiténea? {FREQMEDTC ) Imaro [o] () Inas allenmeados] 1] { ) Scmanal[2]

) Quinzenal| 3] ¢

I Mensal 4] €

)} Bunestral| 5] {

1 Sewesiral |6
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24 Vaso-Ovusdo; (VO i) NAOTW ) SIM[M Quanlas vezes? {QVO}
Fez uso de alguma medicagio? MVO} {1 NAO|o () SIMI1]
25.  Retinopatia: {RCTDN} (] NAD1] () SIM|Z|
Se SIM. fez uso de alguma medicacio? [MEELING { NAO 0] ( SIM [1]
Faz consnltas periddicas com offalmo? [CONSOFTAL} {3 NAOI[n] (3 SIMIL
26, Infecclies: {INFEC) ( )} WAOM ( ) SIM[L]
(Mais? (MFESCTNFRC] () Rinite [0] {0 Sinnsite [1] { Onite 2]
{ } laringire [3] ) Amigdalite [4] () Owrros [5]
Fez uso de alguna medicagio? {MINTLC} () SIMI|o {1 NAQ 1]
27.  Priapisiio: {PRIAD) { ) NAO|| () SIMI[1]
N® de vezes: {QPRIAP} () Até4|0] o) 08-09]1) ) 10ou+2]
Fez uzo de alguma medicacdo? {MIRLIAL] () NAO[W () SIM[1]
28 Uleera malealar: {TTCMALEO} () NAO[M [y SIMI[1] Cuantas veres? {OUTOMATED)
Idade da primetra nlecera: {IDULC { ) Afedanos [0] ) 59 )y 1bou+[2]
Tralona nleera? {TRATIUT.CY () NAQ 0] ] SIM 1]
(el [rslamenio? {QUALTRAT?
29, Sindrome lordxica aguda; {SDTOR} ( ) NAO|g o) SIM | 1]
Quanras vezes? [QSDTOR] () Até 2 0] ) 03-05[1] () 08on+[2]
30,0 Alteracoes 6sseas; [ALTOSSEA) () NAO[O ( 3 SIMI1]
Dais? [DESCALTOSSEAS
il Insuficiéncia Renal Agnda: {INSRENAG) [ ) NAO[u ) sSIM[N
(mantas veres? [OTNSRENAG () A2 {0 030571 {1 DARoul [2]
32 Tnsufieiéneia Renal Cromica: (INSRFNOROY] { ) NAOI[] O SIVIN
ldade dhagnosheo: {THDTNSRENCRO} {3 AIC S amos [0] {0 De-11 O 12ouwt [2]
33 Alteragoes cardiacas; {INSCARD!} () NAOQ|) () SV
Qual alteragfio? {QUALATLTCA}
Idade diagnéstico: [IDINSCARD] {3 A5 anos [0] () 0s-11[1] {3 12ou+[2]
Fez eletrocardiograma? {ELETRO} { ) NAOI[D ) SV
Fez ecocardiograma? {ECOCARD { ) NAO[0] () SIMIL]
34 Sequestro hepdtico: {SEQHREP} () NAQ ) SIMTI (nantas veres? {QSEQHER! _
35 Insuficiénesa reapirataria; {TNSRESP} { ) MNAOT[M 1 SIMII (manras veres? {QTNSRESE! -
26, Dislinbio do sone? {DISTSONO; () NAQ|9| {1 SIM1
37, Litiase biliar: {LITIBILI} {1 NAO|D (1 SIM (1] Quantas vezes? {QLITIDILI}
3%, Cimrgia: {CIRURG) {1 NAO|D () SIM|1
Quais? [QUALCIRLERG)
39 Se SIM. fez uso de profilaxia anfibidtica? {PROFANTIB) Y NAQ [0] ( SIM [1]
A0, Completou o calendirio vacinal? {CALVAC) () NAO[m ) SIM[n
e nso das seguinles vacinas? {T7SOVAC] () 7 walenic [0] { 23 valenie 1]
( )y Menmega[2] [ Hactoplnlis [3]
41, Fae uso de heoderivados? {(IIEMODER! () NAOj0 { SIMV 1]
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[¥Y]

44

46

Se SIM. quantas vezes ao ano? {QHEMODER }
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Possui outra patologia? {PATOLOG} () NAO[9] () SIM [1]
Quais? {DESCPATOLOG} () Hipertensdo [0] () Diaberes [1] ( Obesidade [2] ( Outras [3]
Vocé trabalha? {TRAB} ( ) NAOJo] () SIM[IN
Tipo de profisséo: {QTRAB]
Se SIM. manipula alguma substincia quimica? {SUBQUIM} () NAO[u] SIM [1]
Qual? {QSUBQUIM} Freqiiéncia ? [FREQSUBQUI}
Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE} () NAOTJ0] SIM [1]
Pratica csportes? {ESPOR} () NAO[0] SIM [1]
Faz nso de hebida alcoolica® {RFRF} ( ) NAO[0] SIM [1]
Se SIM. que freqiiéncia? {FREQBEBE}
Vocé fuma? {FUMA} () NAO[q] () SIMI[1]
Sc SIM. que fiegiicucia? {FREQFUMA}
Faz uso de alguma droga? {DROGA} () NAO[0] SIM [1]
Em caso de SIM. que freqiéncia? {FREQDROGA}
Além dos seus pais quantos membros da familia ou parentes sdo apegados a ve? {APCG}
() 01[Mm () 02-03[1] () 04-06[2] () 07-10[3] () nenhumf4]
Quantos amigos vc tém aproximadamente? {AMIGO}
() 01m () 02-03[1] () 04-06[2] () 07-10[3] () nenhum[4]
Com que freqiiéncia ve se reline com seus parentes, amigos ou vizinhos? {REUNT}
() Diariamente ou quase todos os dias [0] () Varias vezas na semana [1]
() Vianas veses Lo 10es [2] () Vidnas vezes por ano [3] () Quasc nunca [4]

Data da proxima consulta no HEMOBA:
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