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RESUMO

A doenca falciforme é caracterizada por mutagdes presentes no gene codificante da
B-globina, contendo pelo menos um alelo B que, quando em homozigose, identifica a
anemia falciforme (HbSS). A fisiopatologia da doenga falciforme tem inicio com a
polimerizagao e despolimerizagcdao da HbS, processo responsavel pelas primeiras
alteracdes na membrana do eritrocito. A partir disso, uma série de moléculas e células
sao recrutadas, expressas e ativadas, tanto na membrana das hemacias quanto em
células endoteliais e na circulagdo, gerando uma cascata de reagcbes e eventos
responsaveis pela instauracdo de um processo inflamatério crénico. Um fator que
pode interferir nesse processo inflamatorio € o fendtipo Duffy nulo. Esse fendtipo €
resultado de uma mutagao pontual no box do promotor eritroide GATA-1, que leva ao
silenciamento da expressdo do antigeno Fy® na superficie da hemacia que, quando
presente, atua como um receptor para quimiocinas proé-inflamatérias, participando da
modulacdo da resposta inflamatéria. Dessa maneira, o presente trabalho buscou
identificar a influéncia da mutacdo em GATA-1 no processo inflamatorio de individuos
falciformes. Foi realizada a genotipagem para os alelos FY*01, FY*02 e FY*02N.01
em amostras de individuos falciformes e de doadores de sangue saudaveis, além da
dosagem da proteina C reativa (PCR), interleucina-8 (IL-8) e interleucina-18 (IL-1p)
como marcadores de inflamagéao, e da lactato desidrogenase (LDH) como marcador
de hemodlise. Os resultados demonstraram que o alelo mutado FY*02N.01 é
encontrado com uma frequéncia quase duas vezes maior em individuos falciformes
do que em individuos sem a doenca. Em relagdo aos marcadores de inflamacéo e
hemodlise, a PCR, IL-8 e LDH apresentaram diferenca significativa entre falciformes e
doadores, sendo os niveis mais altos encontrados no primeiro grupo. N&o foi
identificada diferenca estatistica nos niveis de IL-13 entre os grupos. O uso de
hidroxiureia pelos individuos falciformes ndo demonstrou interferéncia nos niveis das
interleucinas analisadas, sendo identificada diferenga apenas nos niveis de PCR e
LDH com o uso do medicamento. A mutagdo em GATA-1 em homozigose apresentou
influéncia apenas sobre os niveis de IL-8 nos individuos falciformes. A partir desses
resultados conclui-se que os individuos falciformes apresentam uma inflamacéao
crébnica, mesmo quando estaveis clinicamente, e a presenca do alelo mutado pode
levar ao aumento dos niveis séricos de IL-8, contribuindo para a manutengao do
processo inflamatorio nesses individuos.

Palavras-chave: Doenca da Hemoglobina S, Sistema do Grupo Sanguineo Duffy,
interleucina-8, interleucina-1pB, proteina C-reativa, lactato desidrogenase.



ABSTRACT

Sickle cell disease is characterized by mutations present in the B-globin gene,
containing at least one % allele which, when in homozygosity, identifies sickle cell
anemia (HbSS). The pathophysiology of sickle cell disease begins with the
polymerization and depolymerization of HbS, a process responsible for the initial
changes in the erythrocyte membrane. Subsequently, a series of molecules and cells
are recruited, expressed, and activated, both in the red blood cell membrane and in
endothelial cells and circulation, generating a cascade of reactions and events
responsible for the establishment of a chronic inflammatory process. One factor that
may interfere with this inflammatory process, is the Duffy null phenotype. This
phenotype results from a point mutation in the GATA-1 erythroid promoter box, leading
to the silencing of Fy® antigen expression on the erythrocyte surface, which, when
present, acts as a receptor for pro-inflammatory chemokines, participating in the
modulation of the inflammatory response. Thus, the present study aimed to identify the
influence of the GATA-1 mutation on the inflammatory process of sickle cell individuals.
Genotyping was performed for the FY*01, FY*02, and FY*02N.01 alleles in samples
from sickle cell individuals and healthy blood donors, in addition to measuring C-
reactive protein (CRP), interleukin-8 (IL-8) and interleukin-13 (IL-1B) as inflammation
markers, and lactate dehydrogenase (LDH) as a marker of hemolysis. The results
showed that the mutated allele FY*02N.01 is found at a frequency almost twice higher
in sickle cell individuals than in individuals without the disease. Regarding inflammation
and hemolysis markers, CRP, IL-8 and LDH presented significant differences between
sickle cell individuals and donors, with the highest levels found in the former group. No
statistical difference was identified in the levels of IL-13 between the groups. The use
of hydroxyurea by sickle cell disease patients did not show interference in the levels of
the analyzed interleukins, with differences only identified in the levels of CRP and LDH
with the medication's use. The GATA-1 mutation in homozygosity seemed to have an
influence only on IL-8 levels in sickle cell individuals. From these results, it is concluded
that sickle cell individuals present chronic inflammation, even when clinically stable,
and the presence of the mutated allele may lead to increased serum levels of IL-8,
contributing to the maintenance of the inflammatory process in these individuals.

Keywords: Sickle Cell Disease, Duffy Blood Group System, phenotype, genotype,
interleukin-8, interleukin-1B, C-reactive protein, lactate dehydrogenase.
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1 INTRODUGAO

As hemoglobinopatias sdo as doengas monogénicas mais comuns no mundo,
estima-se que 7% da populagdo mundial carrega um gene alterado relacionado a uma
hemoglobinopatia, sendo as talassemias e a doenca falciforme as mais comuns e de
maior gravidade (Mamas et al., 2022; Williams; Weatherall, 2012). A doenca falciforme
€ caracterizada pela mutagao no gene codificante da p-globina, que leva a pelo menos
um alelo B e formagdo da hemoglobina S (HbS) que, quando em homozigose,
identifica a anemia falciforme (Kato et al., 2018).

Estima-se que, no Brasil, mais de 200.000 criangcas nascem com trago ou
anemia falciforme a cada ano, necessitando de assisténcia médica e medicamentos
ao longo de toda a vida, além do tratamento de crises agudas e complicagdes
cronicas. Ainda sem cura, os cuidados com a doenga falciforme tém impacto na
economia do pais, sendo destinados mais de 20 milhdes de ddlares apenas para o
tratamento de crises vaso-oclusivas em criangas e adultos (Brasil, 2012; Silva-Pinto
et al., 2022).

Devido ao impacto na qualidade de vida dos pacientes e na economia dos
paises, a doenca falciforme vem sendo cada vez mais estudada, com o intuito de
elucidar completamente a sua fisiopatologia e desenvolver tratamentos mais eficazes.
Com o avango nessa area de pesquisa, sabe-se que a inflamacgao crénica e as crises
vaso-oclusivas sdo os responsaveis pela clinica da doenga. A inflamagédo esta
diretamente ligada a hemdlise e liberagao do conteudo das hemacias na circulagao.
A partir disso, ocorrem diversas reagdes que desencadeiam a expressao de moléculas
de adeséao e liberagao de citocinas pro-inflamatorias, moléculas que estao diretamente
envolvidas com o processo inflamatorio crénico e a vaso-oclusdo nesses individuos
(Nader et al., 2020).

Dentre as citocinas liberadas nesse processo, identificam-se as interleucinas
18, 6, 8 e 18 (IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-18), além do fator de necrose tumoral a (TNF-a),
como 0s principais responsaveis pela sinalizagao na inflamacao. As interleucinas 1B
e 18 séo ativadas, principalmente, por meio do inflamassoma, complexo de proteinas
responsavel também pelo inicio da morte celular programada (Man et al., 2017). A IL-
6, apesar de elevada na doenca falciforme, é inespecifica e esta presente em

diferentes processos inflamatérios, podendo atuar tanto como uma citocina pro-
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inflamatdria, quanto anti-inflamatéria (Kaur et al., 2020). A IL-8, por sua vez, esta
envolvida principalmente na ativagao de plaquetas devido a sua agao pré-coagulante,
influenciando assim em crises vaso-oclusivas. Nesse processo esta incluso também
o TNF-a, que tem seu mecanismo de acao bem elucidado, levando a ativagdo do
endotélio com indugao da expressao de moléculas de adeséo (Bester; Pretorius, 2016;
Dworkis et al., 2011).

Assim, as citocinas IL-1[3, IL-8 e IL-18 tém forte atuacdo na inflamagéao aguda
e crOnica, mas nao tem seu papel ou importancia completamente elucidada na doenca
falciforme, sendo necessarios mais estudos acerca dessa relacdo. Ainda, existem
outros fatores que podem interferir no processo inflamatério que ocorre nessa doencga,
como o fendtipo Duffy nulo, caracterizado pela auséncia do antigeno Duffy, um
importante receptor de quimiocinas, na superficie das hemacias.

O antigeno Duffy, conhecido como ACKR1 (Atypical Chemokine Receptor 1), &
uma glicoproteina de membrana presente nas hemacias, que atua como um receptor
para quimiocinas pro-inflamatorias, se ligando e removendo ou liberando essas
quimiocinas na circulacdo, e assim participando da modulacdo da resposta
inflamatdria. Quando essa glicoproteina nao é expressa nas hemacias, como no caso
do fendtipo Duffy nulo, as citocinas pré-inflamatérias tendem a ficar aumentadas,
influenciando no processo inflamatério (Hoher et al., 2018).

O fendtipo Duffy nulo é resultado de uma mutagao pontual no box do promotor
eritroide GATA-1, presente no alelo codificador do antigeno de grupo sanguineo Duffy
B (Fy®). Quando essa mutagdo esta presente, ocorre o silenciamento da expressao
do antigeno Fy na superficie da hemacia e, quando em homozigose, leva ao fenétipo
chamado Duffy nulo. Por ser uma mutagdo encontrada em individuos de origem
negroide, assim como a HbS, ndo é incomum o encontro de individuos negros
apresentando ambas as mutagdes (Davis et al., 2015; Lopez et al., 2015).

Observando esses fatores, identifica-se a relevancia da pesquisa pela mutagao
em GATA-1, principalmente em individuos cronicamente inflamados, como € o caso
dos pacientes falciformes, que sofrem com crises inflamatorias e vaso-oclusivas como
parte importante do curso da doenca. Além disso, os parametros inflamatorios tendem
a ser ainda mais aumentados nos individuos falciformes que possuem a mutacdo em
GATA-1, sendo interessante a identificacdo de possiveis marcadores inflamatorios

importantes.
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Dessa maneira, o presente trabalho buscou identificar a influéncia da mutacao
em GATA-1 no processo inflamatério de individuos falciformes, por meio da
genotipagem sanguinea e da dosagem de marcadores de inflamacdo e hemdlise que

indiquem a intensidade das reagdes inflamatdrias nesses individuos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 DOENCA FALCIFORME

O termo doenga falciforme € utilizado para definir as doencgas hereditarias que
ocorrem como resultado de mutagdes no gene codificante da B-globina (HBB),
subunidade que compde a hemoglobina A (HbA), forma normal e mais abundante em
adultos, e que é formada por quatro subunidades de globina, sendo duas subunidades
a e duas subunidades 3. De acordo com a mutagao existente, € caracterizada a
doenca falciforme, sendo necessario que ambos os alelos do gene HBB estejam
mutados e, ao menos um dos alelos mutados seja 5. Assim, a presenga de apenas
um alelo B° caracteriza o traco falciforme (HbAS), mas ndo a doenca, enquanto a
mutacdo em homozigose para [3° define a anemia falciforme (HbSS). Dessa maneira,
o termo doencga falciforme abrange, além da anemia falciforme, as outras condigdes
geradas pela presenca da HbS em conjunto com outras variantes da hemoglobina,
como a HbSC e a HbS/B-talassemia (Kato et al., 2018; Pauling et al., 1949; Piel et al.,
2017).

A mutagdo pontual da hemoglobina leva a troca de um acido glutamico, de
caracteristica hidrofilica, por uma valina, que apresenta caracteristica hidrofdbica, na
posicdo 6 da cadeia de B-globina madura (B 6¢'u—Val) (Kato et al., 2018; Saah et al.,
2022). Assim, quando nao esta ligada ao oxigénio, a HbS expbe as porg¢des
hidrofobicas que tendem a formar ligagdes entre si, levando ao agrupamento de
diferentes tetr@meros que iniciam a nucleacdo do polimero de HbS. Esse processo
ocorre rapidamente dentro da hemacia, formando longas fibras polimerizadas, as
quais séo responsaveis pela rigidez e distorgdo da membrana do eritrécito (Bunn,
1997; Sundd et al., 2019). Essa alteragdo do formato e flexibilidade da membrana das
hemacias, caracteriza a chamada hemacia falciforme, que da o nome a doencga. A
frequente alteragédo do formato da membrana pode prejudicar as hemacias, tornando
a conformacao falciforme irreversivel e determinando a gravidade da doencga, além de
reduzir seu tempo de vida e levar ao desenvolvimento de uma anemia hemolitica
(Manwani; Frenette, 2013; Toledo et al., 2019).

Nesse sentido, sabe-se que a hemacia falciforme ¢é instavel e sofre diversas

alteragdes na sua membrana e citosol, alterando assim o estado redox da célula, bem
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como suas propriedades reoldgicas. Essas caracteristicas levam a uma destruicéo
precoce da célula, tanto por hemdlise extravascular por meio da fagocitose
macrocitica, que ocorre em maior propor¢ao, quanto por hemdlise intravascular
(Alayash et al., 2018; Kato et al. 2018). Na literatura & descrita uma reducao de 50 a
85% no tempo de vida da hemacia falciforme, totalizando em média 31,9 dias de célula

viavel circulante no individuo (Quinn et al., 2016).

2.1.1 Distribuicao, epidemiologia e impacto econdmico da doenga falciforme

A doenga falciforme é mais frequentemente encontrada na Africa, em regides
de epidemia e endemia de malaria, fator que levou a identificacdo de uma protegao
por parte da HbS contra essa doenga. A polimerizagdo da hemoglobina nos individuos
falciformes torna a infecgao por Plasmodium spp inviavel, uma vez que esse parasita
utiliza da digestdo da hemoglobina para sua sobrevivéncia. Além disso, as
modificagdes na membrana do eritrécito também dificultam a invasdo dessas células
pelo parasita. Devido a isso, a frequéncia da HbS tende a ser maior em individuos de
origem africana e declarados pretos, ndo apenas nesse, mas também em outros
continentes, como na América (Archer et al., 2023; Piel et al., 2010; Santos et al.,
2022).

Estima-se que, em 2010, nasceram no mundo pouco mais de 310.000
individuos homozigotos SS, isto é, apresentando anemia falciforme (HbSS), e quase
5.500.000 heterozigotos AS, ou seja, com traco falciforme (HbAS) (Piel et al., 2013a).
No mesmo ano, outro estudo de Piel e colaboradores indicou uma média estimada de
305.800 recém-nascidos com anemia falciforme por ano no mundo, apontando um
aumento estimado em um terco até 2050 (aproximadamente 404.200 nascimentos).
Ainda, o estudo calcula que entre 2010 e 2050 cerca de 14.242.000 dos nascidos no
periodo, serdo portadores de anemia falciforme (Piel et al., 2013b).

De acordo com o Ministério da Saude, aproximadamente 3.000 criancas
nascem com doenca falciforme e 200.000 com traco falciforme, por ano, no Brasil.
Assim, a incidéncia do trago falciforme € de 1 a cada 35 nascidos vivos no pais,
enquanto no Parana, 1 a cada 13.500 nascidos vivos apresenta a doenca falciforme,
e 1 a cada 65 apresenta o trago falciforme (Brasil, 2012).
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Quanto a expectativa de vida, é demonstrado que os individuos falciformes
vivem em média até os 54 anos, enquanto individuos que ndo tém a doenca
apresentam uma expectativa de vida média de 80 anos (Lubeck et al., 2019).
Também, é demonstrado que, entre 2000 e 2018, 9.817 mortes tiveram causa
relacionada a doenca falciforme no Brasil, sendo informadas em 70,5% delas como
causa principal da morte, e nos outros 29,5%, como causa associada. Em relagdo a
faixa etaria, 82,6% das mortes ocorreram antes dos 50 anos, compreendendo 52%
antes dos 30 anos, 27,5% antes dos 18 anos, e 10,4% das mortes ocorrendo antes
dos 5 anos de idade (Santo, 2022).

Esses dados impactam diretamente nos custos do tratamento e manejo do
paciente falciforme, uma vez que na maioria dos casos eles utilizam de
medicamentos, como hidroxiuréia, antibidticos e quelantes de ferro, e/ou transfusdes
de sangue ao longo de toda a vida, além do tratamento de complicagdes agudas e
crénicas. E estimado que 400 milhdes de ddlares sdo gastos por ano no manejo de
individuos falciformes no Brasil, sendo a crise vaso-oclusiva a complicagdo que
implica o maior gasto em adultos (aproximadamente 11,4 milhdes de dolares) e em
criangas (aproximadamente 11,5 milhdes de ddlares) a cada ano (Silva-Pinto et al.,
2022).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

As alteragbes morfologicas das hemacias dao inicio a fisiopatologia da
doenca, que se inicia com a polimerizagao e despolimerizagdo da HbS e consequente
alteracdo da membrana do eritrécito, prejudicando alguns canais ibnicos, como os
cotransportadores K-ClI, e reduzindo a hidratagao celular. O eritrocito também passa
a expressar moléculas de adesdo e estruturas de ligacdo como a fosfatidilserina,
normalmente internalizada, além da fosfatidiletanolamina, moléculas de adesao
celular basal-1/Lutheran (BCAM-1/Lu), proteina associada a integrina (IAP) e
molécula de adeséo intercelular-4 (ICAM-4). A expresséo dessas estruturas aumenta
a capacidade de adeséo dos eritrdcitos entre si e com outras células e moléculas, bem
como contribui para a hemolise e ativagao do endotélio (Kato et al., 2018; Saah et al.,
2022; Sundd et al., 2019).
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A partir da hemolise instaura-se um processo de anemia, levando a uma maior
producao e liberagdo de hemacias na corrente sanguinea, incluindo os reticulécitos,
0s quais expressam 041 integrina e CD36, outras moléculas de adesao (Kaul et al.,
2009; Sundd et al., 2019). Assim, mais do que a propria morfologia da hemacia
falciforme, que devido a sua rigidez pode obstruir micro vasos, a adesao das hemacias
falcizadas ao endotélio vascular, bem como a ligacédo de outras células como
leucdcitos e plaquetas nesse conjunto, mediadas por moléculas de adesao ja citadas
anteriormente, levam a vaso-oclusao (Darbari et al., 2020).

Entre as moléculas de adesdo envolvidas nesse processo esta inclusa
também a P-selectina, presente na superficie da membrana das células endoteliais,
onde induz a adesao de leucdcitos, e na superficie da membrana das plaquetas,
mediando sua ligagdo aos neutroéfilos, ambos os processos interferindo na formagao
de agregados (Darbari et al., 2020). A E-selectina também possui papel importante na
ligacdo dos neutrofilos ao endotélio, bem como transmite sinais para ativagdo da
integrina Mac-1, a qual da inicio a crise vaso-oclusiva aguda e possivelmente letal
(Zhang et al., 2016). Outras moléculas de adesao endotelial também fazem parte da
adeséo dos eritrécitos ao endotélio ativado, como a molécula de adesédo vascular-1
(VCAM-1), molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) e o fator de Von Willebrand
(VWEF), contribuindo para os episodios vaso-oclusivos (An et al., 2023).

A hemdlise intra e extravascular das hemacias falcizadas pode levar a uma
anemia crénica com valores de Hb entre 6 e 11g/dL, e importante liberagcdo da
hemoglobina e do heme, tanto diretamente no plasma, como na forma de
microparticulas (Kato et al., 2018; Sundd et al., 2019). Essas microparticulas sao
chamadas de vesiculas extracelulares (VEs) e compreendem tanto exossomas,
guanto microvesiculas. Na doenga falciforme as VEs podem ser originadas, além das
hemacias, de leucécitos, plaquetas e células endoteliais, sendo as derivadas de
hemacias, as mais abundantes. Essas, tém grande expressao de fosfatidilserina na
superficie e podem carregar hemoglobina, heme ou microRNAs (Vinchi, 2023).

Em relacdo aos produtos da hemdlise, o heme e a hemina, produto da
degradagdao da metahemoglobina, sdo capazes de ativar neutréfilos e induzir a
liberagao de armadilhas extracelulares (neutrophil extracellular traps, NETs), que sao

formados por cromatina descondensada e proteinas, como a mieloperoxidase. Os
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NETs induzem a ativagao endotelial, com consequente disfungao do endotélio (Nader
et al., 2020).

Ainda, o heme tanto livre, quanto carregado e liberado pelas VEs, quando em
contato com as células endoteliais, leva ao aumento da expressao de células de
adesao por diversos meios, entre eles a ativacao da via de sinalizagao do receptor do
tipo Toll 4 (TLR4), que atua ativando o fator de transcrigdo pro-inflamatério NF-kB
(Fator Nuclear-kappa B), desencadeando a produgédo das citocinas e moléculas de
adesdo VCAM-1, P-selectina, E-selectina, fator tecidual, interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) (Belcher et al., 2014). Essa via também leva
a formagao de espécies reativas de oxigénio, com consequente inflamagao vascular
seguida de dano e ativagao endotelial, e estimula a degranulagéo do corpo de Weibel-
Palade, levando a liberagao do VWF na superficie celular e possivelmente resultando
em um episddio vaso-oclusivo (An et al., 2023; Kucukal et al., 2018).

Os episédios vaso-oclusivos na doencga falciforme ocorrem em micro vasos, e
levam a lesdo por isquemia e reperfusdo dos vasos atingidos. Quando ocorre a
isquemia, isto €, a redugao do fluxo sanguineo, é ativado o metabolismo anaerdbio
com producgao de acido latico. Isso leva a acidose intracelular seguida da redug¢ao dos
niveis de ATP, com a inativacdo das ATPases e excesso de calcio intracelular. Essas
condigbes induzem a conversao da xantina desidrogenase em xantina oxidase, que
da inicio a produgédo de Oz (radical anion superoxido) e H202 (perdxido de
Hidrogénio), responsaveis pela oxidagdo de moléculas e inativagdo de enzimas,
desencadeando um estimulo pré-inflamatério, com liberacéo de citocinas, modificagao
da expressdo das moléculas de adesao e redugao da biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO). Esses estimulos sinalizam para o recrutamento de células da imunidade
inata e adaptativa, bem como levam a ativagado do endotélio, seguida da ativagéo e
convocagao de leucdcitos, plaquetas e do sistema complemento (Ansari; Gavins,
2019; Hebbel et al., 2020).

Em relagéo ao outro principal produto da hemolise, a hemoglobina ligada ao
oxigénio (oxiemoglobina) liberada, reage com o oxido nitrico endotelial, levando a
formacao de nitrato, de forma rapida e irreversivel (Sundd et al., 2019). Ainda, a
desoxiemoglobina, isto €, a hemoglobina sem ligagdo ao oxigénio, também liberada
na hemolise e formada na primeira reacéo, sofre nitrosilagdo em contato com o NO.

Essa cadeia de reagdes leva ao consumo de até 3 moléculas de NO para cada
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subunidade de Hb, diminuindo a biodisponibilidade de NO e, consequentemente,
afetando a vasodilatacdo dependente dessa molécula, podendo levar a
vasoconstricdo sistémica, pulmonar e vascular (Buehler et al., 2020).

A hemoglobina livre também induz a formacado de espécies reativas de
oxigénio, principalmente por meio da autoxidagao, que ocorre cerca de duas vezes
mais rapido na HbS do que na HbA, devido a maior instabilidade da primeira. A
autoxidagao leva a formacéo de espécies reativas como o O2™, o0 H202, o "OH (radical
hidroxila) e produtos da oxidagao de lipidios, com consecutiva liberagdo do heme e
perda do atomo de ferro, os quais tém potencial de intensificar as reagdes oxidativas
(Vona et al., 2021).

Ainda em relagdo ao estresse oxidativo, que se refere ao desequilibrio na
proporgao entre as especies reativas de oxigénio e de nitrogénio (EROs e ERNs), com
a atividade ou concentragdo de moléculas antioxidantes, existem diversas reacdes
que levam ao aumento dessas espécies reativas no individuo falciforme, como o
aumento da atividade da xantina oxidase endotelial (XO), ja mencionado como forte
produtor de O2" e H202, e da nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
oxidase, a maior enzima produtora do anion superoéxido (Silva; Faustino, 2023; Vona
et al., 2021).

Além disso, a reagao da hemoglobina com o perdxido de hidrogénio também
tem papel importante. Essa interagcédo leva a formagado de "OH e metahemoglobina
(HbFe®*), por meio da reagéo de Fenton, em que o Fe?* é oxidado a Fe®* (estado
férrico), o que impede a ligacdo do oxigénio (Oz2). Também, na hemoglobina
parcialmente oxidada, essa reacao altera a conformacado do heme, aumentando sua
afinidade pelo oxigénio. Dessa maneira, além da metahemoglobina n&o conseguir se
ligar ao Oz, ela também ndo consegue liberar o oxigénio ja ligado, para os tecidos.
Nao bastassem esses prejuizos, a metahemoglobina é posteriormente degradada em
hemina, molécula conhecida pelo seu padrdo molecular associado ao dano (DAMP),
que afeta de forma importante as hemacias (Nascimento et al., 2008; Silva; Faustino,
2023).

As DAMPs, como o heme, a hemina e as EROs, tém papel importante no
quadro inflamatério do individuo falciforme, uma vez que induzem a resposta
inflamatdéria por meio da ativagcdo de receptores de imunidade inata, como os

receptores do tipo NOD (NLRs), que contém um dominio de pirina (NLRP1 e NLRP3)
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ou um dominio de ativagao da caspase (NLRC4), presentes em leucdcitos, no plasma
e no liquido intersticial. Esses receptores levam a ativagado do inflamassoma, um
complexo citosolico de proteinas que compreende principalmente algumas enzimas
caspases inflamatdrias (de Freitas Dutra et al., 2022; Martinon et al., 2002). As
enzimas do inflamassoma sao responsaveis pela ativagao da gasdermina-D, molécula
que da inicio a piroptose (morte celular programada inflamatéria), e pela clivagem e
liberagao das IL-113 e IL-18. Com a morte e liberagédo do conteudo celular, sdo também
liberadas as proteinas ASC (do inglés Apoptosis-associated Speck-
like protein containing a CARD - caspase activation and recruitment domain), as quais
sinalizam para ativacédo de novos inflamassomas, assim propagando e intensificando
a inflamacao (Man et al., 2017).

A IL-1B, por meio da sua ligagdo ao receptor de IL-1 do tipo 1 (IL-1R1),
presente em células epiteliais e hematopoiéticas, leva a uma cascata de reacdes, que
induzem a expressao de moléculas de adesao nas células endoteliais, a liberagao de
quimiocinas, com consequente captagao de células inflamatérias pelas células
estromais, e a liberagdo de prostaglandina E2 (PGE2) e de NO, mediadores
inflamatdrios que atuam de forma local e sistémica. Essa interleucina, juntamente com
outras citocinas, atua também na producao das células T helper do tipo 17 (Th17), e
na sua diferenciagdo, com a produgao da interleucina-17 (IL-17) (Gabay et al., 2010;
Yazdi; Ghoreschi, 2016). A IL-17, apesar de nao ter seu papel bem elucidado na
doenga falciforme, interfere na agregacdo plaquetaria e consequente trombose
(Pitanga et al., 2013). O estudo de Bouchnita e colaboradores (2017), demonstrou que
a presenca da IL-17 aumentou a taxa de agregacao plaquetaria de 20% para 45 a
50% e que, quando em conjunto com TNF-a, esse efeito € ainda maior devido a
intensa expresséao de fator tecidual e ativagdo da cascata da coagulagéo.

A IL-18, apds a ligagcao ao seu receptor IL-18R, presente principalmente em
células T ativadas (CD4* e CD8*) e em linfocitos natural killer (NK), desencadeia uma
cascata de reacdes, semelhante a que ocorre na sinalizagado da IL-1B, levando a
producao de interferon y (IFNy), que viabiliza a resposta imune do tipo 1 por meio da
ativacao de linfécitos T. Também, é apontado que a IL-18 tem a capacidade de ativar
neutréfilos (Landy et al., 2024; Yazdi; Ghoreschi, 2016).

Além disso, a ativacdo de receptores principalmente em mondcitos, via

DAMPs e via fator do crescimento placentario (PIGF), da familia dos fatores de
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crescimento do endotélio vascular (VEFG) que é liberado sob estimulo da
eritropoetina durante a eritropoiese aumentada, intensificam a expressao das
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias IL-183, IL-8, TNF-a, proteina quimiotatica de
monocitos-1 (MCP-1) e proteina inflamatéria de macréfagos-1p (MIP-1p/CCL4) (Kalra
et al., 2018; Zhang et al., 2016).

O TNF-a atua ativando as células endoteliais e aumentando a produgao e
expressao das proteinas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1, dessa maneira, contribuindo
para o processo de vaso-oclusdo (Dworkis et al., 2011). Enquanto o MCP-1, apés
ligacdo ao seu receptor, amplia o processo inflamatério por meio da ativacéo e
diferenciagcao de linfécitos e células NK, auxilio na permeacdo de macrofagos e
neutrofilos, e por meio da promog&o da angiogénese (Li et al., 2024).

Por fim, a IL-8, que possui afinidade com diferentes receptores, atua na
ativagdo de neutrdfilos e nas plaquetas. Assim, a sua ligagéo seguida da ativagéao
plaguetaria demonstra sua atividade pré-coagulante, com atuagdo em diferentes
niveis da coagulagdo. Ainda, tem sido demonstrado o papel da IL-8 na apoptose
(morte celular programada), por meio da cicloxigenase (COX) e PGE2, e na eriptose
(morte celular programada de eritrocitos), a ultima com mecanismo ainda nao
completamente elucidado (Bester; Pretorius, 2016; Domingos et al., 2020).

Todos esses processos de sinalizacdo e estimulos desde a hemodlise,
formacgao de espécies reativas de oxigénio e liberagcéo de citocinas pro-inflamatoérias,
levam a vaso-oclusdo, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo, favorecendo e
gerando o quadro inflamatdrio cronico no individuo falciforme (Nader et al., 2020;
Sundd et al. 2019).

2.4 MARCADORES DE INFLAMAGCAO E HEMOLISE

A doencga falciforme, como descrito anteriormente, € responsavel pela
instauragdo de um processo inflamatério crénico que afeta todo o organismo do
individuo, em que os principais eventos e indicadores inflamatorios estao relacionados
ao aumento da contagem de leucécitos, da ativagdo e expressdo de moléculas de
adesao nos leucdcitos, aumento nos niveis das citocinas pro e anti-inflamatdrias, dos
NETs, da enzima fosfolipase A2 secretora (sPLA2), do PEGF, do leucotrieno E4
urinario e da proteina C reativa (PCR) (Toledo et al., 2019).
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As citocinas pro-inflamatoérias mais comumente encontradas em altas
concentracdes na doenca falciforme sao o TNF-a, a IL-1, IL-6, IL-8, interleucina-12
(IL-12), IL-17 e IL-18 (Alagbe et al., 2022). Na literatura sdo encontrados estudos que
demonstram niveis significativamente aumentados de TNF-a e IL-6 em individuos
falciformes quando comparados a individuos saudaveis (Bandeira et al., 2014).
Também é descrita uma expressao elevada de CD36, IL-6 e IL-8 em criangas e
adolescentes falciformes quando comparados a controles saudaveis, sendo os niveis
dessas interleucinas ainda maiores durante as crises relacionadas as complicacoes
da doenca, como as crises vaso-oclusivas, quando comparados aos pacientes
estaveis (Abdul-Hussein et al., 2021).

A inflamacao crénica no individuo falciforme estavel também é marcada por
niveis aumentados das citocinas IL-1B3, TNF-a, IL-12 e IFN-y, sendo o ultimo secretado
apos o estimulo da IL-18, sugerindo também o aumento nos niveis dessa interleucina
(Silva-dunior et al., 2021). Nesse sentido, séo descritos niveis aumentados de IL-18 e
IL-8 em criangas falciformes estaveis, em comparagao a criangas saudaveis (Wagdy
et al., 2024). Os autores também evidenciaram que a IL-18 pode ser utilizada como
fator de risco e progressao da cardiomiopatia relacionada a doenga falciforme.

Assim, as citocinas podem estar relacionadas com as manifestacbes e
desfecho clinico dos pacientes falciformes. Na mesma linha da pesquisa de Wagdy, o
estudo de Gupta e colaboradores (2021), identificou associagdo entre os niveis
aumentados da IL-18 e o desenvolvimento de cardiomiopatia e arritmia ventricular em
ratos com doenca falciforme. Enquanto o estudo de Domingos e colaboradores
(2020), demonstrou que a IL-6, que tem sua liberagcéo ativada pela IL-1[3, e a IL-8,
estdo associadas com um mau progndstico no individuo falciforme.

Em 2008, Adam e colaboradores identificaram a proteina C reativa como um
marcador inflamatério da anemia falciforme, verificando pacientes HbSS com niveis
maiores desse marcador em comparacao aos individuos HbAS e HbAA. Em 2020,
Zahran e colaboradores avaliaram o impacto do tratamento com hidroxiureia nos
niveis dos marcadores inflamatérios TNF-a, IL-6, IL-8 e PCR, em 35 criancgas
falciformes e 20 controles saudaveis. Os autores observaram que os niveis séricos
normais dos pacientes falciformes eram maiores quando comparados aos controles,
e 0 uso de hidroxiureia, apesar de reduzir os niveis de IL-6 e TNF-a circulantes, nao

foi suficiente para igualar aos niveis verificados nos controles.



26

Com relacdo aos marcadores de hemodlise na doenca falciforme, estes
compreendem principalmente a contagem de reticuldcitos, a bilirrubina sérica, a
lactato desidrogenase (LDH), o heme livre, a hemoglobina livre, e a hemopexina e a
haptoglobina séricas. As ultimas sdo proteinas de ligacdo ao heme e hemoglobina,
respectivamente, que auxiliam na protecao contra os danos causados por essas
moléculas (Olatunya et al., 2019).

Os niveis da LDH sdo aumentados em individuos falciformes devido a
hemolise e dano tecidual causados pela fisiopatologia da doenga, podendo estar ainda
mais elevados durante as crises vaso-oclusivas (Ballas, 2013). No estudo de Kato e
colaboradores (2006), o LDH ¢é indicado como um marcador de hemdlise relacionado
a disfuncdo endotelial que esta relacionado a manifestagdes clinicas como a
hipertensdo pulmonar, ulceras cutaneas de perna, priapismo, e até risco de morte,
sugerindo o uso desse marcador hemolitico também como um indicador do

prognéstico do individuo falciforme.

2.5 O ANTIGENO DUFFY NA DOENGCA FALCIFORME

As hemacias também podem se ligar e/ou liberar moléculas inflamatérias e
sinalizadoras, como as quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas pro-
inflamatdrias, além de algumas citocinas anti-inflamatérias, dessa maneira
desempenhando papel importante na modulagao dos niveis das citocinas presentes
na circulagao (Karsten et al., 2018). Uma das principais e mais conhecidas proteinas
de membrana do eritrécito que atua na ligagao e remocgao de citocinas da circulagéao
€ o antigeno Duffy, descrito como sequestrador de quimiocinas (Karsten; Herbert,
2020).

O antigeno Duffy, é uma glicoproteina que atravessa 7 vezes a membrana da
hemacia e apresenta um dominio intracelular (por¢do C-terminal) e um dominio
extracelular (por¢ao N-terminal), sendo assim capaz de se ligar em citocinas e atuar
removendo ou liberando quimiocinas na circulacdo e, consequentemente, fazendo
parte da modulagdo da inflamacdo. Previamente conhecido como DARC (Duffy
Antigen Receptor for Chemokines), e atualmente denominado ACKR1 (Atypical
Chemokine Receptor 1), esse receptor € capaz de se ligar a quimiocinas das classes

C-X-C (quimiocinas de inflamacdo aguda), como a IL-8, e C-C (quimiocinas de
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inflamacéao crénica), como o RANTES (regulated on activation, normal T expressed
and secreted) e a MCP-1 (Maheshwari; Killeen, 2023; Hoher et al., 2018).

A porcado N-terminal longa e com muitos aminoacidos confere ao ACKR1 a
possibilidade de configuragdes variaveis dessa regido, atribuindo assim a capacidade
de afinidade, interacdo e ligacdo as diferentes classes de quimiocinas (Crawford;
Volkman, 2023). Esse receptor é expresso em quatro tipos de células: nos eritrocitos,
onde funciona como um tampdo de quimiocinas por meio da sua ligagdo e/ou
armazenamento dessas moléculas; nos eritroblastos, onde auxilia na manutencao da
homeostase das células hematopoiéticas; nas células endoteliais das vénulas, onde
€ responsavel pela ligacdo, armazenamento e transporte das quimiocinas para dentro
das células e auxilia na migragado dos leucocitos para os tecidos; e nas células de
Purkinje do cerebelo e outros neurdnios, onde contribui para a fungéo fisioldgica das
células (Samus; Rot, 2024). Dessa maneira, a principal atuagao desse receptor € na
manutencdo dos niveis homeostaticos das quimiocinas circulantes por meio da
interagcdo e internalizagdo, seguida da degranulagdo dessas moléculas, com
consequente perda/diminuigdo da sinalizagao inflamatoria (Jenkins et al., 2019).

A glicoproteina transmembrana ACKR1 é codificada pelo gene ACKRT,
localizado no cromossomo 1, na regiao 1q22-23 (Rappoport et al., 2019; Tournamille
et al.,, 1995). Esse gene é responsavel pela transcricdo de duas isoformas, A e B,
sendo a isoforma B a principal, uma vez que codifica a proteina de 336 aminoacidos
expressa nas células de linhagem eritroide, a partir de dois alelos codominantes,
resultando nos antigenos de grupo sanguineo Duffy (Davis et al., 2015; Hoher et al.,
2018).

Os alelos FY*01 (FY*A) e FY*02 (FY*B) codificam os antigenos Fy2 e FyP,
respectivamente. Os dois alelos se diferenciam por um polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) em que no alelo FY*01, a base nitrogenada de numero 125 é uma
guanina, enquanto no alelo FY*02, esse nucleotideo é substituido por uma adenina
(c.125G>A). Isso leva a codificacdo de dois aminoacidos diferentes na segunda
posi¢do do codon 42, sendo o Fy2 formado por um residuo de glicina, e o Fy° formado
por um residuo de acido aspartico. Os alelos codominantes podem dar origem a trés
gendtipos distintos FY*01/FY*01, FY*02/FY*02 e FY*01/FY*02, em que a sua
codificagdo leva aos fendtipos Fy(a+b-), Fy(a-b+) e Fy(a+b+), respectivamente, no
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eritrocito (Crawford; Volkman, 2023; Hoéher et al.,, 2018; Rappoport et al., 2019;
Tournamille et al., 1995).

Existem também outros fenotipos do antigeno Duffy, que contemplam
variantes e fendtipos nulos, desencadeados por diferentes mutagdes tanto no alelo
FY*A, quanto no alelo FY*B. Nesse grupo existe um fendtipo importante, o Fy(a-b-),
resultante da mutagao pontual ¢.1-67T>C no box do promotor eritroide GATA-1 no
alelo FY*B, em homozigose. Essa mutacédo, por afetar o sitio de ligagado do fator de
transcrigdo eritroide GATA-1, leva ao silenciamento da expressédo do antigeno FyP
apenas no eritrécito que, por esse motivo, € chamado de eritrécito silencioso (Fy®®) ou
Duffy nulo, e representado pelo gendtipo FY*02N.01 (Davis et al., 2015; Lopez et al.,
2015; Tournamille et al., 1995). Um esquema demonstrando a mutagédo em GATA-1 e
seu efeito na fenotipagem Duffy esta representado abaixo (Figura 1).

Figura 1 - Esquema mutagao em GATA-1.

Mutagéo em .
GATA-1 i FY"02N.OT/EY™02N 0T 4 Fy(a-b-)
(c.1-67T=C ) :
FENCTIPAGEM
| EY"02M.01 Fyo |
*—o b 4
@
&9 Modulador de
e—e _| quimiocinas
@ d T>€) > ,
*—o | - ‘ Glu > Val | J—L
o—g Quadros inflamatcrios
T exacerbados
G

A mutacdo no fator de transcricdo eritroide GATA-1, codificada pelo alelo FY*02N.01, quando em
homozigose (FY*02N.01/FY*02N.01), leva ao silenciamento do antigeno Fyb apenas na superficie das
hemacias que, na fenotipafem sao identificadas com o fenétipo Duffy nulo. Fy?, antigeno Duffy B. Fyes,
Duffy nulo (“eritrécito silencioso”). T, timina. C, citosina. Glu, acido glutdmico. Val, valina. Fy(a-b-),
fenétipo Duffy nulo. FY*02N.01, alelo codificante do antigeno Duffy B mutado em GATA-1.

Fonte: A autora.

A distribuicdo dos alelos Duffy é heterogénea ao redor do mundo. Ja é
estabelecido que as maiores frequéncias do alelo FY*02N.01 sdo encontradas na
Africa subsaariana, com uma frequéncia de mais de 90% para este alelo, enquanto o
alelo FY*A é encontrado com uma frequéncia de aproximadamente 80% em paises

do sul asiatico e na Australia, e com uma frequéncia média de 50% no restante do
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mundo. O alelo FY*B é encontrado com a menor frequéncia entre os trés alelos, sendo
encontrado principalmente em paises com grande heterogeneidade alélica, em
especial nas Américas, onde todos os alelos estdo presentes, e existe a
predominéancia alélica em regides geograficas especificas (Howes et al., 2011).

No Brasil, devido a grande miscigenacéo, os trés alelos sdo encontrados, com
predominancia do alelo mutado em individuos de descendéncia africana, como
demonstrado por Waskow e colaboradores (2020), que encontraram o alelo
FY*02N.01 em 40,8% dos individuos afro-brasileiros testados, enquanto apenas 7,6%
dos individuos euro-brasileiros testados apresentaram tal alelo. No Parana, Guelsin e
colaboradores (2010), identificaram que 22% dos individuos testados apresentam ao
menos um alelo mutado.

O fenotipo Duffy nulo, resultante da homozigose para o alelo FY*02N.01, é
conhecido pela sua protegcao contra o Plasmodium vivax, parasita humano causador
da malaria, que utiliza a sua proteina de ligagao ao Duffy (DBP) para interagir com o
antigeno Duffy presente nas células eritroides, e assim invadi-las e realizar a infecgéo.
Na auséncia do receptor para ligagédo, as hemacias se tornam resistentes a infec¢ao
e o individuo se torna “imune” a malaria causada por P. vivax. Essa é a principal razao
atribuida a predominancia do alelo mutado na Africa, sendo o Duffy nulo considerado
uma forma de evolugdo e selecao natural (Batchelor et al., 2014; Wertheimer;
Barnwell, 1989).

Além disso, tem sido demonstrado que o fendtipo Duffy nulo também
apresenta implicacdo em quadros inflamatérios. O estudo de Mangalmurti e
colaboradores (2009), indicou que a transfusdo de hemacias sem o antigeno Duffy
levou ao aumento dos niveis das citocinas proé-inflamatérias, quando comparado a
transfusdo de hemacias contendo esse antigeno, em ratos. Ainda, Ha e colaboradores
(2023), identificaram niveis mais altos de proteina C reativa ultrassensivel (PCR-US),
marcador de inflamagao, em individuos negros com genétipo Duffy nulo.

Também, sugere-se associagdo entre a presenga do antigeno Duffy na
superficie das hemacias, com niveis reduzidos de interleucina-8 (IL-8) no soro
humano (Velasquez et al., 2015), dado que condiz com o encontrado em 2010 por
Mecabo e colaboradores, que registraram niveis aumentados de IL-8 em individuos

falciformes com fendtipo Duffy-negativo. No mesmo estudo, os autores encontraram
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niveis aumentados de LDH nesses individuos, sugerindo também reag¢des hemoliticas
mais intensas relacionadas ao fenoétipo nulo.

Em contrapartida, devido ao efeito do antigeno Duffy de tampéao e de
manutengdo de algumas citocinas na circulagédo, a sua auséncia € capaz de gerar
também diminuigdo dos niveis de algumas citocinas circulantes devido a rapida
remocdo dessas moléculas da circulagdo, como €& apresentado por Yao e
colaboradores (2018), que identificaram menores niveis das citocinas CCL2 e CCL11
em mulheres de ancestralidade africana identificadas com eritrocitos Duffy nulo.

Observando os efeitos ja descritos da auséncia do antigeno Duffy nos niveis
de algumas citocinas e a inflamacgéao crénica como fisiopatologia da doenca falciforme,
percebe-se que ainda s&o poucos os estudos que demonstram a relagao, ainda nao
bem definida, entre a presenca da mutagao e parametros de inflamacao e hemalise

no individuo falciforme adulto.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de expressao dos marcadores de inflamacao e hemdlise, e sua

relagdo com a presenca da mutacdo em GATA-1 em individuos falciformes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar individuos falciformes com o fenétipo Fy(a-b-) (presenga da
mutacdo em GATA-1);

e Avaliar os niveis séricos das citocinas pro-inflamatoérias IL-8 e IL-1B;

e Avaliar os niveis séricos dos marcadores de inflamagcdo (PCR) e
hemolise (LDH);

e Avaliar a influéncia do uso de hidroxiureia nos niveis séricos dos
marcadores de inflamacao e hemolise nos individuos falciformes;

e Comparar os niveis dos marcadores inflamatorios e de hemdlise de
individuos falciformes com individuos nao falciformes;

e Avaliar a associagéo entre os marcadores inflamatorios e de hemolise,

com os gendtipos Duffy na anemia falciforme



32

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 GRUPOS DE ESTUDO E CRITERIOS DE INCLUSAO/EXCLUSAO

A populacido de estudo foi formada por individuos cadastrados na rede do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR) e divididos em dois
grupos, sendo: Um grupo controle, composto por doadores de sangue saudaveis, e
um grupo de estudo, composto por pacientes falciformes. Todos os participantes da
pesquisa realizaram doagdo de sangue ou foram atendidos pelo Hemocentro
Coordenador de Curitiba. Para ambos os grupos foram incluidos no estudo apenas os
individuos com idade maior ou igual a 18 anos.

Para o grupo controle foram incluidas as amostras de doadores de sangue
aptos a doacgao e registrados no HEMEPAR. Para o grupo de estudo foram incluidas
as amostras dos pacientes falciformes com genétipo HbSS. Foram excluidas do
estudo, para ambos os grupos, as amostras coletadas em tubo contendo heparina.
Além disso, para o grupo de estudo foram excluidas as amostras coletadas em
periodo coincidente com sinais e/ou sintomas de infeccdo e/ou reacio inflamatoria
(crise), bem como as amostras coletadas de individuos transfundidos em até 1 més
anterior a coleta da amostra.

A avaliagao clinica dos pacientes para inclusdo no estudo foi realizada pelos
meédicos hematologistas do ambulatério do HEMEPAR, durante a consulta de rotina
dos individuos. Ja os doadores foram avaliados pelos médicos ou enfermeiros
responsaveis pela triagem para doagao de sangue, seguindo os critérios necessarios

para tal.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas e fenotipadas pelo Hemocentro Coordenador de
Curitiba, com posterior encaminhamento a Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) para realizagdo da genotipagem e dosagem das citocinas de interesse.

Foram coletadas amostras de sangue total, em tubo com EDTA, e amostras

de soro, em tubo com gel separador, de todos os participantes do estudo. No total
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foram obtidas amostras de 95 individuos, sendo 37 pacientes falciformes (grupo de
estudo) e 58 doadores de sangue (grupo controle).

ApOs a coleta, as amostras de sangue total foram armazenadas a 4°C antes
do seu uso para extracdo do DNA, por um periodo de até 15 dias, enquanto as
amostras de soro foram congeladas a -30°C até a obtencéo de todas as amostras e
sua utilizacdo nas dosagens dos marcadores de interesse, compreendendo um
periodo de 5 meses.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do CEPSH-
SESA/HT sob o parecer N° 6.194.543 e da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) sob o parecer N° 5.555.818. Todos os participantes da pesquisa assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Esta pesquisa foi realizada em
conformidade com a Declaragao de Helsinki.

4.3 COLETA DOS DADOS DEMOGRAFICOS, USO DE HIDROXIUREIA E
FENOTIPAGEM DUFFY

Os dados demogréficos de idade e sexo, foram coletados a partir do cadastro
dos pacientes e doadores voluntarios no sistema do HEMEPAR (SBS Web). O uso de
hidroxiureia como parte da terapia dos individuos falciformes foi verificada pela
farmacia do Hemocentro através do sistema de liberagdo de medicagéao excepcional
(LME).

A fenotipagem dos antigenos de grupo sanguineo Duffy (Fy2 e FyP) também foi
obtida, para os pacientes e doadores, por meio do cadastro desses individuos no
sistema SBS Web. Esses dados foram utilizados para comparacdo com a
genotipagem e, a partir disso, como auxilio na definicdo dos alelos apresentados por

cada individuo.

4.4 EXTRAGAO E QUANTIFICACAO DO DNA

4.4.1 Extragdo do DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir do sangue total obtido pela coleta de

sangue periférico, com EDTA. A técnica de extragcdo de DNA utilizando o dodecil
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sulfato de sodio (SDS) foi realizada conforme o protocolo descrito Sambrook e
colaboradores (1989) e adaptado por Do Amaral e colaboradores (2012), com
modificagdes. As etapas da extragao estédo representadas no fluxograma ilustrado na
Figura 2.

Figura 2 - Fluxograma de extragdo dos DNAs.
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Fonte: A autora.

4.4.2 Quantificagcado do DNA

A concentragao e a qualidade do DNA foram analisadas por densidade 6ptica
no aparelho Cirrus 80MB (FEMTO, Brasil), sendo aceitos os DNAs com razao de

pureza entre 1,6 e 2,0, a qual é calculada pelo préprio equipamento.
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4.5 AMPLIFICACAO DOS ALELOS DE INTERESSE UTILIZANDO PCR-SSP

A reacdo em cadeia de polimerase-sequéncia especifica de primers (PCR-
SSP) foi realizada para a determinagcdo da mutacdo em GATA-1 (FY*02N.01), e dos
alelos do gene Duffy (FY*01, FY*02), utilizando o termociclador Biocycler MJ96G
(Biosystems, Brasil). Foram utilizados primers especificos para identificagcdo dos
alelos de interesse em cada reacdo, e em todas as reacbes realizadas foram
adicionados primers para identificacdo do alelo HGH, utilizado como controle interno

da reacao. As sequéncias dos primers utilizados estio listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados na genotipagem.

Alelo  Orientagao Sequéncia de nucleotideos Referéncias
Forward 5- CAGGAGACTCTTCCGGTGTAAC - 3°

FY*01 Liu et al., (2012)
Reverse 5- CAGCTGCTTCCAGGTTGCCAC - 3°
Forward 5- CAGGAGACTCTTCCGGTGTAAC - 3°

FY*02 Liu et al., (2012)
Reverse 5- CAGCTGCTTCCAGGTTGCCAT - 3°
Forward 5- CTCATTAGTCCTTGGCTCTTAC - 3° Olsson et al., (1998)

FY*02N.01

Reverse 5°- CAGCTGCTTCCAGGTTGCCAT - 3° Liu et al., (2012)
Forward 5- TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA - 3’

HGH Gassner et al., (1997)

Reverse 5-CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC - 3°
Fonte: A autora.

Para a reacao de amplificagao foram utilizadas diferentes concentracbes dos
reagentes para os alelos FY*01 e FY*02, e para o alelo FY*02N.01, ambas com um
volume final de 20l e adicdo de 40 a 100ng de DNA gendmico (gDNA) previamente
extraido. As concentragdes dos reagentes utilizados em cada reagao estdo descritas
abaixo.

Para a pesquisa dos alelos FY*01 e FY*02, foram utilizados 0,024mM do mix
de dNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados), 0,6U de Platinum Taq DNA
polimerase (Invitrogen, Brasil), 1x de tampao PCR-buffer, 1,125mM de MgClz, e 0,5uM
de cada primer. Para a pesquisa do alelo FY*02N.01, foram utilizados 0,024mM do
mix de dNTPs, 1U de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 1x de tampao
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PCR-buffer, 1,5mM de MgClz2, 0,5uM dos primers do controle interno, e 0,75uM dos
primers para FY*02N.01.

As etapas da reag¢ao de PCR foram conduzidas de acordo com procedimento
desenvolvido em laboratério, baseado no procedimento descrito por Liu e
colaboradores (2012). As condicdbes para PCR-SSP utilizadas foram uma
desnaturacao inicial a 94°C por 1 minuto e 30 segundos, seguida de 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 65°C por 1 minuto e extenséo
a 72°C por 30 segundos, com posterior etapa final de alongamento a 72°C por 5

minutos.

46 REVELACAO DOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS UTILIZANDO
ELETROFORESE

Os fragmentos de interesse amplificados, foram separados de acordo com o
numero de pares de bases nitrogenadas por meio de eletroforese em gel de agarose
a 1% com adicdo de 1ul de revelador GelRED (Biotium) previamente diluido (1:500) e
2uL de azul de bromofenol em cada amostra. Foi utilizado o marcador de peso
molecular Invitrogen™ 100pb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Cada corrida foi
realizada em cuba de eletroforese com tampéo TBE (Tris-borato-EDTA), a 80V por 40
minutos, seguida de revelagdo em fotodocumentador para eletroforese em gel L-PIX
(Loccus, Brasil).

A identificagao de cada alelo foi realizada de acordo com o tamanho esperado
para cada fragmento, sendo FY*07 com aproximadamente 170 pares de base
nitrogenadas (pb), FY*02 com aproximadamente 180 pb, FY*02N.017 com
aproximadamente 700 pb, e o controle interno HGH com 434 pb.

4.7 DOSAGEM DOS MARCADORES DE INFLAMAGCAO E HEMOLISE

Para avaliagdo dos marcadores de inflamagédo e de hemdlise entre o grupo
dos pacientes falciformes (n=37) e o grupo controle (n=58), foram analisadas as
amostras de todos os individuos falciformes e selecionados 37 doadores para analise
e comparagao, sendo que a homogeneizagdo dos grupos foi realizada a partir da

idade, sexo e fendtipo deduzido.
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Os marcadores utilizados para a identificacdo da inflamagdo foram a
interleucina-8 (IL-8), a interleucina-1B (IL-1B) e a proteina C reativa (PCR), enquanto
para identificacdo da hemdlise foi utilizada a lactato desidrogenase (LDH).

A pesquisa da IL-8 foi realizada nas amostras de soro de cada individuo
selecionado, por meio da técnica de ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA),
utilizado o CXCL8 ELISA kit PicoKine (EK0413, Boster Biological Technology, Wuhan,
China). O ensaio foi realizado conforme demonstrado no fluxograma abaixo (Figura
3), e os reagentes e amostras foram previamente descongelados, preparados e
mantidos em temperatura ambiente durante o procedimento.

Antes da realizagdo do teste, os reagentes foram preparados da seguinte
maneira: o tampé&o de lavagem foi diluido em uma proporgéo 1:25 com agua destilada,
enquanto o anticorpo biotinilado anti-CXCL8 humana e o complexo avidina-biotina-
peroxidase foram ambos diluidos na proporcdo 1:100 com seu respectivo diluente. O
padrdao de CXCL8 humana foi reconstituido com 1ml do diluente de amostras seguido
de agitagédo suave e descanso por 10 minutos antes das diluicbes. As amostras de

soro foram diluidas com seu respectivo diluente, quando necessario.
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Figura 3 - Fluxograma procedimento de dosagem IL-8.
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Fonte: A autora.

A dosagem da IL-13 também foi realizada a partir das amostras de soro de
cada individuo selecionado, por meio da técnica de ELISA, utilizado o Human [L-1
beta ELISA Kit (RAB0273, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemanha). O ensaio foi
realizado conforme demonstrado na Figura 4 e, como no teste da IL-8, os reagentes
e amostras utilizados foram previamente descongelados, preparados e mantidos em
temperatura ambiente durante o procedimento.

Antes da dosagem da IL-13, os reagentes necessarios foram preparados: O
padrao de proteina IL-1B3 humana foi reconstituido com 880ul do diluente de amostras
e agitacdo suave, seguido de diluicdo 1:200 antes das demais diluigdes. O tampéo de
lavagem foi diluido na proporg¢ao 1:20 com agua destilada, enquanto o anticorpo de
deteccgao biotinilado e a solugao de HRP-Estreptavidina concentrada foram diluidos
80x e 300x, respectivamente, com o diluente fornecido no kit. As amostras de soro

foram diluidas com seu respectivo diluente, quando necessario.
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Figura 4 - Fluxograma procedimento de dosagem IL-1(3.
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Fonte: A autora.

Em ambos os ensaios, IL-8 e IL-13, a absorbancia de cada amostra foi
realizada no leitor de microplacas Synergy H1 (BioTek, USA) no comprimento de onda
de 450nm.

Apoés a leitura da placa, as concentragcboes das duas interleucinas em cada
amostra foram calculadas utilizando-se a formula da regresséo logaritmica de 4
parametros obtida a partir da curva de calibracéo feita com os padroes de CXCL8 e
IL-1B fornecidos nos Kits. Todos esses calculos foram realizados utilizando-se a
extensdo MyCurveFit (MyAssays Ltd.) no programa Excel.

As dosagens da PCR e da LDH foram realizadas nas amostras de soro de
cada individuo selecionado, por meio das técnicas de imunoturbidimetria e cinética,
respectivamente. Ambas as analises foram realizadas no espectrometro CT300i

(Wierner lab Group), utilizando os controles e calibradores da mesma marca. Para a
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dosagem da LDH, foram excluidas as amostras que apresentaram hemdlise intensa,

como recomendado pelo fabricante dos reagentes.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi determinada utilizando o teste de Shapiro-Wilk.
As variaveis continuas com distribuicdo normal foram apresentadas em média e
desvio-padrao (média + DP), e as comparagdes entre dois grupos foram realizadas
pelo teste t-student para amostras independentes ou entre trés ou mais condigdes
pela analise de variancia para medidas nao repetidas (ANOVA), seguida do pos-teste
de Tukey, quando necessario.

As variaveis continuas que nao apresentaram distribuicido normal foram
descritas por meio de mediana e intervalo interquartil, e as comparagdes entre dois
grupos foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney ou entre trés ou mais condi¢des
pelo teste de Kruskal-Wallis.

As variaveis categoricas foram apresentadas em numero e percentual, n (%),
e as comparagoes entre os grupos foram realizadas por meio do teste de Qui-
Quadrado (c2) e ou pelo teste Exato de Fisher, quando necessario.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, foi verificado se o
tamanho da amostra adquirida foi valido para um estudo caso-controle, assumindo
grupos de tamanhos iguais (n=37) para avaliagao dos parametros laboratoriais. Com
base nessas informacgdes, estimou-se um tamanho de efeito de 0,89 e 95% de poder
para o teste estatistico para detectar uma proporgéo estatisticamente significativa (a
=0,05).

Os dados foram analisados pelo programa SPSS Statistics 20® (IBM Corp.,
Armonk, New York, USA). Em todas as analises, o nivel de significdncia considerado
foi p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO DA POPULACAO TOTAL DO ESTUDO

A caracterizagao dos grupos foi realizada a partir dos dados de idade, sexo e
fenotipagem de cada individuo analisado. Foram coletados dados de toda a populagao
de estudo, 37 (38,95%) individuos falciformes e 58 (61,05%) doadores de sangue,
somando 95 individuos analisados.

No total foram identificados 27 (28,42%) individuos com fendétipo Fy(a+b+), 33
(34,74%) individuos com fendtipo Fy(a-b+), 30 (31,59%) individuos com fendtipo
Fy(a+b-), e 5 (5,26%) individuos com fendtipo Fy(a-b-). A distribuicdo dos individuos

para cada dado analisado esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizagao da populagéo de estudo.

Grupos Falciformes Doadores
P (n=37) (n=58) P
F 25 (67,57) 31 (53,45)
Sexo, n (%) 0,250
M 12 (32,43) 27 (46,55)
Idade, anos 36 + 14 36 £11 0,983
Fy(a+b+) 7 (18,92) 20 (34,48) 0,159
Fy(a-b+) 14 (37,84) 19 (32,76) 0,775
Fendtipo, n (%)
Fy(a+b-) 13 (35,13) 17 (29,31) 0,712
Fy(a-b-) 3 (8,11) 2 (3,45) 0,374

F, feminino; M, masculino.
Fonte: A autora.

A distribuicdo dos fendtipos em cada um dos grupos sugere o perfil de
expressdo do antigeno de grupo sanguineo Duffy em individuos falciformes e em
individuos saudaveis, ndo sendo observada diferenga estatistica significativa entre os
fendtipos nos grupos analisados.

Os resultados encontrados para a fenotipagem dos doadores foram, no geral,
semelhantes aos descritos por Howes e colaboradores (2011) em 10.939 individuos
das Américas. Os autores descreveram uma frequéncia de cerca de 35% para cada

um dos dois fenétipos Fy(a+b+) e Fy(a+b-), 24% para Fy(a-b+), e pouco mais de 5%
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para o fendtipo nulo. A pequena diferengca observada deve-se, provavelmente, a
populagdo considerada no artigo citado, que abordou dados de fenotipagem das
Ameéricas, diferente do presente estudo, que considerou apenas parte da populagao
brasileira.

Ao comparar os resultados da fenotipagem dos doadores com os resultados
de outros estudos brasileiros, também é possivel observar semelhanca. Em 2022, em
uma pesquisa realizada com 250 individuos saudaveis de Presidente Figueiredo, uma
cidade do Amazonas, Langhi Junior e colaboradores identificaram uma frequéncia de
38,8% para o fendtipo Fy(a+b+), 27,2% para Fy(a-b+), 31,2% para Fy(a+b-) e 2,8%
para Fy(a-b-). Os valores se mostraram bem proximos aos encontrados para os
doadores de sangue no presente estudo, apesar da diferenga de autodeclaragao de
cor ou raga em cada regido, em que na cidade do Amazonas 72,6% dos individuos se
autodeclararam pardos, 18,5% brancos e 6,1% pretos, enquanto no Parana 30,1%
dos individuos se autodeclararam pardos, 64,6% brancos e 4,2% pretos (IBGE, 2022).
A semelhanga no perfil genotipico dos individuos nos dois estudos pode sugerir uma
grande miscigenacao na populacéo brasileira, onde a cor ou raga dos individuos pode
nao ser mais um indicativo do padrao de expressao de antigenos de grupo sanguineo
originalmente relacionados com a ancestralidade.

Ainda, em 2017, Martins e colaboradores descreveram uma frequéncia de
26,02% para Fy(a+b+), 39,69% para Fy(a-b+), 23,24% para Fy(a+b-) e 11,06% para
Fy(a-b-), em seu estudo com 33.195 doadores de sangue de Minas Gerais. A
diferengca mais expressiva encontrada foi em relacdo ao fendtipo nulo, em que o
estudo mineiro apresentou quase 4 vezes mais individuos com esse fenétipo, quando
comparado ao presente trabalho. Essa diferenca pode ser atribuida a quantidade de
individuos de origem negroide encontrada nessa regido, como € demonstrado pelo
Censo do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2022, em que 11,8%
dos residentes no estado de Minas Gerais se autodeclararam pretos, numero quase
3 vezes maior do que no Parana, em que apenas 4,2% dos residentes se
autodeclararam pretos.

Além disso, observando os resultados da fenotipagem, foi possivel calcular a
frequéncia dos antigenos Fy? e Fy® nos dois grupos analisados. As frequéncias

antigénicas observadas estao descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Frequéncia antigénica de Fy2 e Fy® nos grupos estudados.

i Falciformes Doadores
Antigeno
(n=37) (n=58)
Fy2 20 (54,05) 37 (63,79)
FyP 21 (56,76) 39 (67,24)

Fonte: A autora.

As frequéncias antigénicas obtidas identificam o perfil do antigeno Duffy na
populagao estudada, porém nao sdo semelhantes as frequéncias nacionais. Isso pode
ser verificado comparando-se os resultados do presente estudo, com o apresentado
por Maheshwari e Killeen (2023), que identificaram uma frequéncia de 39% para Fy?
e 50% para Fy°, no Brasil. Essa diferenga pode ter ocorrido devido a grande
miscigenacao e diversidade racial presente no pais, caracteristicas que podem levar

a frequéncias diferentes em cada regido do pais e na média nacional.

5.2 GENOTIPAGEM DA POPULAGAO TOTAL DO ESTUDO

A leitura dos resultados da genotipagem foi realizada através da imagem,
registrada em fotodocumentador, de cada gel revelado apds a eletroforese. Uma das

imagens obtidas com a identificagdo dos fragmentos esta representada na Figura 5.

Figura 5 - Eletroforese de fragmentos amplificados para identificagcdo do alelo FY*02.

HGH (434pb)

FY*02 (~180pb)

L, Marcador de tamanho molecular (Ladder); pb, pares de bases nitrogenadas; +, controle positivo; -,
controle negativo; B, branco.
Fonte: A autora.
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Os resultados da genotipagem dos alelos FY*01, FY*02 e FY*02N.01 para os
37 individuos falciformes e 58 doadores de sangue estdo demonstrados na Tabela 4.
No total foram identificados 32 (33,68%) individuos com o gendtipo FY*01/FY*02, 10
(10,53%) individuos com o genotipo FY*01/FY*01, 24 (25,26%) individuos com o
genotipo FY*02/FY*02 e 4 (4,21%) individuos com o gendtipo FY*02N.01/FY*02N.01.
Além disso, foram identificados 14 (14,74%) individuos com o gendtipo
FY*01/FY*02N.01, e 11 (11,58%) individuos com o gendtipo FY*02/FY*02N.01.

Tabela 4 - Genétipo da populagéao total de pacientes falciformes e doadores.

Genétipo FaIciiormes Doaiiores P
(n=37) (n=58)

FY*01/FY*02 9 (24,32) 23 (39,65) 0,187
FY*01/FY*01 3(8,11) 7 (12,07) 0,735
FY*02/FY*02 9 (24,32) 15 (25,86) 0,941
FY*01/FY*02N.01 7 (18,92) 7 (12,07) 0,534
FY*02/FY*02N.01 7 (18,92) 4 (6,90) 0,102
FY*02N.01/FY*02N.01 2 (5,41) 2 (3,45) 1,000

Fonte: A autora.

A partir dos resultados representados na Tabela 4, foi possivel tragar o perfil
genotipico relacionado ao grupo sanguineo Duffy nos individuos falciformes e nos
doadores analisados, demonstrando a frequéncia de cada gendtipo em cada grupo.

Assim, identificou-se que o perfil genotipico encontrado para os doadores de
sangue foi diferente do perfil encontrado na literatura. O estudo de Zacarias e
colaboradores (2016), conduzido com 251 doadores de sangue de Francisco Beltréo,
na regiao sudoeste do Parana, apresentou as frequéncias de 46,22% para o genétipo
FY*01/FY*02, 19,52% para o genotipo FY*01/FY*01, 29,88% para o gendtipo
FY*02/FY*02, 1,99% para cada um dos dois genétipos com mutagao em heterozigose,
e 0,4% para o genodtipo mutado em homozigose. Assim, o presente estudo
demonstrou uma frequéncia seis vezes maior para o genétipo FY*01/FY*02N.01, trés
vezes maior para o genotipo FY*02/FY*02N.01 e oito vezes maior para o fendtipo
FY*02N.01/FY*02N.01, quando comparado ao estudo citado da literatura,
identificando um perfil diferente na regido contemplada nesse trabalho.
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Em contrapartida, o estudo de Guelsin e colaboradores (2010), conduzido
com 400 doadores de sangue de Maringa, regidao noroeste do Parana, demonstrou
uma frequéncia de 78% de gendtipos sem a mutagéo, 19,5% de gendtipos com a
mutacdo em heterozigose e 2,5% de gendtipos com a mutagdo em homozigose,
resultados muito semelhantes aos do presente trabalho, onde foi encontrada uma
frequéncia de 77,58% de gendtipos sem a mutagao, 18,97% de gendtipos com a
mutacdo em heterozigose e 3,45% de gendtipos em homozigose.

Além dos gendtipos, a frequéncia alélica em cada grupo também foi calculada
e analisada a partir dos resultados obtidos na genotipagem. As frequéncias de cada

alelo pesquisado estdo demonstradas na Tabela 5.

Tabela 5 - Frequéncia dos alelos FY*01, FY*02 e FY*02N.01 na populagéo total analisada.

Grupo Falciformes Doadores
Alelo FY*01 FY*02 FY*02N.01 FY*01 FY*02 FY*02N.01
n 22 34 18 44 57 15
Frequéncia 29,73 45,95 24,32 37,93 49,14 12,93

n = numero de alelos.
Fonte: A autora.

Analisando-se as frequéncias alélicas, foi possivel identificar nesse trabalho,
um perfil diferente do encontrado para o pais. O estudo de Ortega e colaboradores
(2023), demonstrou uma frequéncia alélica de 41% para o alelo FY*01, 39% para o
alelo FY*02, e 21% para o alelo mutado (FY*02N.017), na populagao brasileira. Essa
diferenga encontrada pode estar relacionada, novamente, a diferenga na distribuicao
racial e étnica no pais, sendo o perfil nacional ndo representativo de cada regiao
isolada.

Além disso, foi possivel verificar a frequéncia do alelo mutado em cada grupo,
em que foram identificados 18 (24,32%) alelos mutados no grupo dos falciformes,
enquanto no grupo dos doadores foram identificados 15 (12,93%) alelos mutados.
Dessa maneira, a frequéncia da mutagdo em individuos falciformes foi de
aproximadamente o dobro da frequéncia observada em individuos sem a doenca,
concordando com o descrito por Ortega e colaboradores (2023), que demonstraram

correlagao positiva entre a presenga da HbS e o alelo mutado (FY*02N.01).
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5.3 DIVERGENCIA ENTRE A FENOTIPAGEM E A GENOTIPAGEM DA
POPULACAO TOTAL DE ESTUDO

Com a analise dos dados de fenotipagem e genotipagem, foram observadas
algumas divergéncias entre os resultados das duas técnicas. No total foram
identificados 9 (9,47%) casos de divergéncia, sendo 4 (10,81%) casos no grupo dos
falciformes e 5 (8,62%) casos no grupo dos doadores. O fendtipo deduzido da
genotipagem foi utilizado para uma melhor visualizagdo das diferencas observadas,

que estado representadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Casos de divergéncia entre fenotipagem e genotipagem na populagéo total analisada.

Grupo Caso Genoétipo ::23:?;3 Fenétipo

1 FY*02/FY*02 Fy(a-b+) Fy(a+b-)

2 FY*02/FY*02 Fy(a-b+) Fy(a-b-)

Falciformes

3 FY*01/FY*02 Fy(at+b+) Fy(a+b-)

4 FY*01/FY*02 Fy(at+b+) Fy(a+b-)
1 FY*01/FY*01 Fy(a+b-) Fy(a+b+)

2 FY*01/FY*02 Fy(at+b+) Fy(a+b-)

Doadores 3 FY*01/FY*02 Fy(a+b+) Fy(a+b-)
4 FY*01/FY*02 Fy(at+b+) Fy(a+b-)

5 FY*01/FY*02 Fy(at+b+) Fy(a+b-)

Fonte: A autora.

Entre os casos de divergéncia observados no grupo dos falciformes, o caso 1
€ considerado o mais importante devido a fenotipagem indicar um fenétipo contrario
ao obtido na genotipagem, apresentando risco ao individuo no caso de necessidade
de transfusdo. Essa divergéncia provavelmente ocorreu devido a um erro na
realizacdo da técnica ou leitura da fenotipagem. Nos casos 2, 3 e 4 foi observada a
auséncia do antigeno Fy® na fenotipagem, o qual foi positivo na genotipagem, sem a
presenca da mutacdo em GATA-1.

No grupo dos doadores, o resultado divergente do caso 1 também
provavelmente ocorreu devido a falha técnica na execugao da fenotipagem, uma vez

que foi identificado o antigeno Fy® e na genotipagem foi verificado que o individuo ndo
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apresenta o alelo responsavel pela expressao desse antigeno. Nos demais casos
desse grupo, assim como nos ultimos casos dos falciformes, o antigeno Fyb nao foi
identificado na fenotipagem, ainda que os individuos apresentem o alelo responsavel
pela expressao desse antigeno, sem a presenga da mutagdo em GATA-1.

As discrepancias observadas nos casos 2, 3 e 4 no grupo dos falciformes, e
nos casos 2, 3, 4 e 5 dos doadores, podem ter ocorrido devido a fraca expressao do
antigeno na superficie das hemacias, ou devido ao uso do antissoro anti-Fy® policlonal
na fenotipagem, que apresenta baixa reatividade e poderia resultar em um resultado
falso negativo. Também, pode ter ocorrido falha na execugdo da técnica de

fenotipagem ou leitura incorreta do resultado.

5.4 SELEGAO DOS GRUPOS PARA A DOSAGEM DOS MARCADORES DE
INFLAMACAO E HEMOLISE

Para a realizagao das analises laboratoriais, foram incluidos os 37 individuos
falciformes, e selecionados 37 doadores do grupo controle de acordo com a idade,
sexo e fendtipo deduzido. Ainda, foi considerado o uso de hidroxiureia pelos individuos
falciformes uma vez que esse uso poderia interferir na dosagem da LDH e IL-1
(Chenou et al., 2021; Gomes et al., 2023). Esses parametros dos grupos selecionados
estao representados na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracterizagao dos grupos para as analises laboratoriais.

Grupos Falciformes Doadores P
F 25 (67,57) 24 (64,86)
Sexo, n (%) 0,812
M 12 (32,43) 13 (35,14)
Idade, anos 36 £ 14 3612 0,839
Hidroxiureia, S/ N 33/4 - -
Fy(at+b+) 9 (24,32) 9 (24,32) 1,000

Fy(a-b+) 16 (43,24) 16 (43,24) 1,000
Fy(a+b-) 10 (27,03) 10 (27,03) 1,000
Fy(a-b-) 2 (5,41) 2 (5,41) 1,000

F, feminino. M, masculino. S, sim. N, ndo. —, ndo se aplica.
Fonte: A autora.

Fendtipo deduzido, n (%)
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Foram obtidos dados quanto ao uso de hidroxiureia dos pacientes falciformes,
em que 33 (89,19%) faziam uso do medicamento e 4 (10,81%) nao utilizavam o
medicamento até o momento da coleta dos dados e das amostras.

O fendtipo deduzido foi escolhido como critério de selegado dos 37 doadores a
fim de comparar os individuos de acordo com a genotipagem e evitando possiveis
erros que poderiam resultar da divergéncia entre a feno e a genotipagem. A partir
desse item, todas as analises laboratoriais e estatisticas apresentadas, foram

realizadas utilizando as amostras dos 74 individuos acima representados.

5.5 DOSAGEM DOS MARCADORES DE INFLAMACAO E HEMOLISE

Os marcadores de inflamagcdo e hemodlise foram dosados, e suas
concentracdes foram calculadas para cada uma das 74 amostras selecionadas para
as analises laboratoriais. Os resultados obtidos para cada um dos quatro marcadores
analisados, e a analise estatistica desses resultados entre os grupos, estdo descritos
abaixo (Tabela 8).

Tabela 8 - Dosagem dos marcadores de inflamagao e hemdlise nos individuos falciformes e doadores
analisados.

Marcadores FaIciiormes Doa:iores p
(n=37) (n=37)
IL-8 (pg/mL) 13,3 (9,3 - 23,1) 5,1(3,3-8,9) <0,001*
IL-1B (pg/mL) 0,53 (0,01 - 6,16) 0,26 (0,00 — 3,21) 0,384
PCR (mg/L) 3,7(2,3-8,0) 2,0 (0,5-2,6) < 0,001*
LDH (U/L) 777 (578 - 1152) 349 (314 - 375) < 0,001*

Mediana e intervalo interquartil. IL-8, interleucina 8. IL-1pB, interleucina 13. PCR, proteina C reativa.
LDH, lactato desidrogenase. *diferencga estatistica entre os grupos, p<0.05.
Fonte: A autora.

Analisando os resultados apresentados na Tabela 8, foi possivel identificar
diferenga estatistica significativa entre os dois grupos analisados para os marcadores
IL-8, PCR e LDH, em que o grupo dos individuos falciformes apresentou as maiores
concentragdes séricas desses marcadores. Nao foi verificada diferenga estatistica
significativa entre os grupos na dosagem da IL-1B3, porém os niveis elevados dos
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demais marcadores indicam a presenca de inflamagao e hemoalise nesses individuos,
mesmo com clinica estavel.

A diferenca identificada entre os individuos falciformes e os controles
saudaveis na dosagem da IL-8, condiz com o encontrado por Li e colaboradores
(2023), que também verificaram niveis mais altos dessa interleucina em um grupo de
40 pacientes falciformes com faixa etaria semelhante a dos individuos do presente
estudo. Esse resultado em concordancia reforca a existéncia de um estado
inflamatorio desregulado nesses individuos.

Os niveis de PCR identificados nos falciformes estdo em concordancia ao
encontrado por Li e colaboradores (2024) em um grupo de 40 individuos que
apresentavam alguma hemoglobinopatia associada a HbS, com distribuicdo de idade
e sexo semelhantes a do presente estudo. Os autores identificaram maiores niveis de
PCR nesses individuos comparados a individuos saudaveis sem hemoglobinopatias,
com uma mediana de 3,6 (1,6 - 7,3). Essa semelhanga nos resultados demonstra a
instauragcdo de um processo inflamatorio nos individuos analisados, caracterizando
uma inflamagéao crdénica, mesmo quando estaveis clinicamente.

Comparando-se os niveis de LDH obtidos para cada grupo, foi identificada
diferencga estatistica significativa, com os individuos falciformes apresentando valores
aproximadamente duas vezes maiores quando comparados aos doadores de sangue,
demonstrando um perfil hemolitico crénico nos individuos que apresentam a doenca
falciforme, mesmo quando estaveis, e indicando o risco de uma crise vaso oclusiva
(Feugray et al., 2023).

Na pesquisa de Mecabo e colaboradores (2015), os autores identificaram, em
um grupo de 20 individuos HbSS estaveis com média de idade semelhante a do
presente estudo, concentragdes de LDH com mediana e intervalo interquartil de 526
(384 - 691) U/L. No mesmo estudo os valores encontrados para os controles
saudaveis foi de 152 (136 - 172) U/L, sendo ambos os valores no geral mais baixos
do que os encontrados no presente trabalho. Analisando o descrito por Mecabo e
colaboradores, e comparando com os resultados obtidos, pode-se considerar as
concentracdes obtidas como um reflexo do perfil de LDH na populagao analisada, uma
vez que os valores sao maiores, porém proporcionais aos da literatura.

Os niveis encontrados para LDH mais altos do que o descrito pelos autores

da referéncia utilizada, ndo apenas nas amostras dos individuos falciformes, mas
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também para os controles saudaveis, demonstram a reprodutibilidade do teste entre
as amostras de estudo e controle, sem a sugestao de crise hemolitica, e podem ter
ocorrido devido a uma metodologia de determinagdo de LDH diferente em cada
estudo. Ainda, pode ter ocorrido hemdlise in vitro entre o periodo de coleta das
amostras e realizacdo dos testes, o que levaria ao aumento dos niveis séricos do
marcador em todas as amostras, como foi observado.

Em grande parte da literatura, os niveis séricos de IL-13 em individuos HbSS
sdo descritos como maiores e estatisticamente diferentes dos niveis séricos em
individuos HbAA (Garcia et al., 2020; Gomes et al., 2023), principalmente associados
ao papel dessa interleucina na inflamagao. Porém alguns autores n&o verificaram
diferencga significativa entre individuos falciformes e controles saudaveis (Keikhaei et
al., 2013), como o encontrado no presente estudo, em que nao foi identificada
diferencga estatistica (p=0,384) entre os grupos analisados. Esse resultado poderia ter
ocorrido devido ao uso de hidroxiureia (HU) por grande parte dos individuos
falciformes analisados, como foi demonstrado na Tabela 7, em que 33 individuos
faziam uso do medicamento.

Para uma melhor analise dos niveis dos marcadores em comparagdao com o
uso de hidroxiureia, foi realizada analise estatistica dos niveis de cada marcador entre
os individuos falciformes que faziam e os que nao faziam uso desse medicamento.

Os resultados dessa analise estdo representados na Tabela 9.

Tabela 9 - Marcadores de inflamagado e hemdlise nos individuos falciformes considerando o uso de
hidroxiureia.

Falciformes
Marcadores Com HU Sem HU P
(n=33) (n=4)

IL-8 (pg/mL) 3 _
Mediana (IQ) 13,09 (8,23 — 23,09) 17,29 (13,75 —49,62) 0,203
IL-1B (pg/mL) B _
Mediana (IQ) 1,26 (0,01 - 6,79) 0,21 (0,04 — 0,44) 0,407
PCR (mg/L) .
Mediana (1Q) 3,6 (2,2-6,0) 12,4 (12,0 — 21,25) 0,006

LDH (U/L) o
Mediana (IQ) 689 (546 — 988) 1552 (948 — 2038) 0,023

Mediana e intervalo interquartil. HU, hidroxiureia. IL-8, interleucina 8. IL-1f3, interleucina 1B. PCR,
proteina C reativa. LDH, lactato desidrogenase. *diferencga estatistica entre os grupos, p<0,05.
Fonte: A autora.
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Observando os niveis dos marcadores entre os individuos falciformes com e
sem uso de hidroxiureia, é possivel identificar que ndo houve diferenga significativa
nos niveis de IL-8 e IL-13 entre esses individuos, enquanto os niveis de PCR e LDH
se apresentaram estatisticamente diferentes.

De acordo com o encontrado no presente estudo, Zahran e colaboradores
(2020) também nao identificaram diferenga significativa nos niveis de IL-8 em 35
criangas com doenga falciforme que n&o utilizavam a hidroxiureia no tratamento, e
depois de 1 ano realizando o tratamento com esse medicamento. Da mesma maneira,
Keikhaei e colaboradores (2013) nao verificaram diferenga estatistica nos niveis de
IL-8 em 54 adultos com doenca falciforme com e sem terapia utilizando HU.

Com relagédo a IL-1B, a identificagdo de homogeneidade nos niveis dessa
interleucina (p=0,718) entre os individuos falciformes com e sem o uso de HU, sugere
que a producao e/ou liberagdo da interleucina nao sofreu influéncia do medicamento.
Esse resultado se assemelha ao descrito por Keikhaei e colaboradores (2013), que
também nao verificaram diferenga significativa nos niveis de IL-1 em individuos que
apresentavam doencga falciforme utilizando ou ndo a hidroxiureia. Em contrapartida,
os estudos de Guarda e colaboradores (2019), com criangas falciformes, e de Freitas
Dutra e colaboradores (2022), com adultos falciformes, identificaram niveis reduzidos
de IL-1B induzida por lipopolissacarideos (LPS), nos individuos que utilizavam
hidroxiureia no tratamento.

Assim, pode-se sugerir influéncia do mecanismo que leva ao aumento de IL-
18, uma vez que Erdei e colaboradores (2018) identificaram que apenas a liberagéao
do heme apds hemolise nao é capaz de ativar com intensidade o inflamassoma e levar
producdo de TNF-a e IL-13 em grande quantidade, sendo o LPS, molécula presente
em bactérias gram-negativas, responsavel pela forte ativagdo e liberacdo dessas
citocinas. Dessa maneira, a auséncia de quadro infeccioso pode ser um dos fatores
influenciando nos niveis de IL-1B3 obtidos, além da possivel limitagdo do presente
trabalho, em relagdo ao tamanho amostral e ao numero de individuos que nao fazem
uso da hidroxiureia em seu tratamento.

Em relacdo a PCR, foi verificada diferenga estatistica (p=0,006) entre os
individuos HbSS que usavam e os que nao usavam hidroxiureia, como & possivel
visualizar na Figura 6, sendo os maiores niveis desse marcador identificados nos

individuos que ndo faziam uso do medicamento. Esse resultado € diferente do
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encontrado na literatura, onde tanto Teixeira e colaboradores (2017), quanto Zahran
e colaboradores (2020), que realizaram analises em criangas com anemia falciforme
com e sem uso do medicamento, ndo verificaram diferenga entre os grupos na
dosagem desse marcador. N&o foram encontrados estudos comparando os niveis de

PCR em individuos HbSS adultos com e sem uso de hidroxiureia.

Figura 6 - Niveis de PCR encontrados nos individuos falciformes com e sem uso de hidroxiureia.
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Fonte: A autora

Os niveis de LDH encontrados apresentaram diferenga estatistica significativa
entre os individuos falciformes com e sem uso de hidroxiureia, resultado que pode ser
melhor visualizado na Figura 7, e esta de acordo com o descrito por Chenou e
colaboradores (2021). Os autores identificaram os maiores niveis desse marcador nos
individuos que nao faziam o uso do medicamento, como observado no presente
estudo, onde os individuos que nao utilizavam hidroxiureia até o momento da coleta
das amostras, demonstraram os maiores niveis de LDH. Ainda, Mecabo e
colaboradores (2015) nao identificaram diferencga estatistica significativa nos niveis de

LDH entre individuos falciformes com e sem o uso de HU. A partir desses dados,
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observa-se que ainda ndo ha um consenso na literatura sobre os efeitos da
hidroxiureia nos niveis de LDH, e os resultados obtidos contribuem para a discussao
da influéncia do medicamento na hemolise e liberacdo desse marcador. Ainda, a
possivel ocorréncia de hemoalise in vitro e o tamanho amostral podem ter interferido

nos niveis de LDH observados.

Figura 7 - Niveis de LDH em individuos falciformes com e sem o uso de hidroxiureia.
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Fonte: A autora.

Assim, o encontrado no presente trabalho em relagdo aos dois ultimos
marcadores sugere que o uso da hidroxiureia pode estar reduzindo os niveis de PCR
e LDH em individuos falciformes adultos. Isso poderia ser atribuido a acdo do
medicamento que age aumentando a quantidade de HbF e, consequentemente,
reduzindo a quantidade de HbS presente nas hemacias, o que pode reduzir a
polimerizagao da desoxi-HbS (Charache et al., 1992; Sales et al., 2022; Thakur et al.,
2019). A menor polimerizagdo da HbS reduz consequentemente a hemdlise, o que

poderia levar a reducao dos niveis de PCR e LDH nos individuos, como foi observado.
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Apesar dessa diferencga, os niveis de ambos os marcadores permaneceram
significativamente maiores em comparagdo com os marcadores nos doadores
saudaveis, quando incluidos apenas os individuos que utilizavam o medicamento no
teste estatistico. Dessa maneira, optou-se por manter todos os individuos falciformes
nas analises, sem exclusdo dos individuos que faziam ou ndo faziam uso da
hidroxiureia como parte do tratamento.

Apés a comparagao dos niveis dos quatro marcadores analisados entre os
individuos falciformes e os doadores saudaveis, foi realizada a analise da IL-8, IL-13,
PCR e LDH em cada um dos seis gendtipos, para cada grupo. Os resultados obtidos
para cada gendétipo e sua anadlise estatistica estdo representados nas Tabelas 10 e
11.

Tabela 10 - Marcadores de inflamagéao e hemolise nos doadores de sangue de acordo com o gendtipo.

Doadores
Genétipo IL-8 IL-1B PCR LDH
n (pg/mL) (pg/mL) (mglL) (U/L)
Mediana (IQ) Mediana (IQ) Mediana (IQ) Mediana (IQ)
FY*01/FY*02 9 6,2(44-16,4) 00(0,0-02) 0,8(0,2-2,6) 330 (306 -372)
FY*01/FY*01 4 79(5,0-265) 30(1,3-411) 1,7(0,6-2,9) 374 (296 - 388)
FY*02/FY*02 13 41(25-56) 0,3(0,04—1,6) 2,0(0,4-3,0) 314 (295 - 375)

FY*01/FY*02N.01 6 41(3,1-91) 1,7(01-61,7) 2,6(1,9-4,1) 353 (343 -399)

FY*02/FY*02N.01 3 6,7(56-86) 69(34-71) 14(1,2-1,7) 369 (364 - 388)

FY*02N.01/FY*02N.01 2  2,8(2,6-3,1) 0,01(0,0-0,02) 1,3(0,4-2,2) 376 (361-391)

P 0,137 0,095 0,484 0,328

Mediana e intervalo interquartil. IL-8, interleucina 8. IL-1pB, interleucina 1B8. PCR, proteina C reativa.
LDH, lactato desidrogenase.
Fonte: A autora.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 10, foi possivel verificar que,
para os quatro marcadores pesquisados, ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os gendtipos dos doadores, demonstrando que a presenga da mutagdo em
GATA-1 nao interfere nos niveis dos marcadores inflamatorios em individuos

saudaveis.
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Tabela 11 - Marcadores de inflamagao e hemdlise nos individuos falciformes de acordo com o genétipo.

Falciformes
n (pg/mL) (pg/mL) (mglL) (UL)
Média £ DP Mediana (1Q) Mediana (1Q) Média = DP
FY*01/FY*02 9 18,2 + 9,6* 0,2 (0,0-3,8) 3,7(34-1,2) 963 + 412
FY*01/FY*01 3 10,5+£3,7¢ 32,9(16,5-142,3) 6,0(5,3-7,0) 550 + 114
FY*02/FY*02 9 11,8 + 5,3* 2,9 (0,5-101,5) 2,6 (2,2-6,2) 960 + 525

FY*01/FY*02N.01 7 20,6+5.2" 0,2 (0,1-1,6) 4,1(3,8-5,5) 836 * 366

FY*02/FY*02N.01 7 11,827 0,001 (0,0 - 4,6) 2,8(1,9-4,6) 670 + 284

FY*02N.01/FY*02N.01 2  51,2+395 0,4 (0,1-0,7) 75(2,1-12,8) 1545739

P 0,003 0,602 0,724 0,124

Média + desvio-padrdo; mediana e intervalo interquartil. IL-8, interleucina 8. IL-1, interleucina 1B. PCR,
proteina C reativa. LDH, lactato desidrogenase. *diferenca estatistica do grupo FY*02N.01/FY*02N.01,
p<0,05.

Fonte: A autora.

Analisando os dados apresentados na Tabela 11, foi possivel identificar que
nao houve diferenca significativa entre os gendétipos para os marcadores IL-13, PCR
e LDH no grupo falciforme, sugerindo que a presenga da mutagdo nao tem
interferéncia nos niveis séricos dessas moléculas nesses individuos, quando estaveis.

Diferente de Mecabo e colaboradores (2010), que em sua pesquisa com 87
pacientes falciformes, identificaram diferenca estatistica entre os niveis de LDH nos
individuos com fenétipo Duffy positivo e Duffy negativo, Drasar e colaboradores (2013)
em sua pesquisa no Reino Unido com 272 individuos falciformes de faixa etaria e sexo
semelhantes aos do presente estudo, ndo verificaram diferenga estatistica significativa
entre os genotipos com e sem a mutagdo em GATA-1. Também, Nebor e
colaboradores (2010), ndo identificaram diferencga significativa nos niveis de PCR e
LDH entre 212 individuos falciformes estaveis com fenétipo Duffy positivo e Duffy
negativo, resultados que estdo de acordo com o encontrado no presente estudo, em
que nao verificou-se diferenga significativa nos niveis desses marcadores entre os

genotipos analisados.
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Os resultados obtidos, em conjunto com a literatura, reforgam a existéncia de
niveis aumentados de PCR e LDH nos individuos falciformes, devido ao processo
inflamatdrio crénico desencadeado pela doenga, porém a presenga da mutacio e
expressao do antigeno Duffy parecem ndo interferir na liberagdo e manutencéo
desses marcadores na circulacao.

Ainda, ndo € consolidada a influéncia do antigeno Duffy nos niveis de IL-8
circulantes. Ao contrario de Nebor e colaboradores (2010), que encontraram maiores
niveis de IL-8 em individuos falciformes Duffy positivo comparado a individuos Duffy
negativo, Schnog e colaboradores (2000) descreveram maiores niveis de IL-8 em
individuos falciformes Duffy negativo. Além disso, ndo foram encontrados estudos que
avaliassem os niveis séricos de IL-8 em individuos falciformes de acordo com os
genotipos do sistema de grupo sanguineo Duffy.

No presente trabalho, analisando os resultados de IL-8 na Tabela 11, foi
possivel identificar diferenca estatistica nos niveis dessa interleucina entre os
genotipos (p=0,003). Esse resultado pode ser identificado visualmente na Figura 8, e
a diferenca observada pode ser atribuida a presenca da mutacdo em GATA-1 em
homozigose, que foi diferente estatisticamente de todos os outros gendtipos. A
mutacdo em heterozigose, porém, ndo apresentou influéncia nos valores de IL-8

sérico, assim como os demais gendétipos.
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Figura 8 - Niveis de IL-8 séricos nos individuos falciformes de acordo com o genétipo.
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Fonte: A autora.

Esse resultado demonstra que o antigeno Duffy pode ter influéncia nos niveis
séricos de IL-8 nos individuos falciformes, uma vez que a auséncia desse antigeno,
isto é, a presenga do alelo mutado em homozigose, aliada ao estado inflamatdrio
crénico, pode estar aumentando os niveis dessa interleucina, mesmo com os
individuos sem crise inflamatéria no periodo de coleta das amostras.

Como demonstrado por Bester e colaboradores (2018), a IL-8 apresenta efeito
importante na formacdo de pequenos trombos capazes de levar a oclusdo de
pequenos vasos, fator de alerta na doenca falciforme devido a predisposi¢cao a
ocorréncia de vaso oclusdo nesses individuos. Dessa maneira, os resultados indicam
a necessidade de uma atengao especial aos individuos falciformes com fenétipo Duffy
nulo desde o diagndstico da doenga, pois além da predisposicdo as crises vaso
oclusivas, os niveis de IL-8 elevados somados a fisiopatologia da doenca falciforme

aumentam o risco de vaso-oclusao nesses individuos.



58

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos na genotipagem foi possivel identificar a
presenga da mutagcdo em GATA-1 em homozigose nos individuos que apresentaram
fendtipo Fy(a-b-), e em heterozigose em alguns individuos que apresentaram os
fendtipos Fy(at+b-) e Fy(a-b+). Assim, foi tracado o perfil genotipico e de frequéncia
alélica nos individuos falciformes.

Com a dosagem dos marcadores de inflamagao e hemdlise (IL-8, IL-13, LDH
e PCR), verificou-se maiores niveis dos marcadores IL-8, PCR e LDH nos individuos
falciformes HbSS quando comparados aos doadores saudaveis com e sem a mutagao
em GATA-1, enquanto a IL-1B ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos.

O uso da hidroxiureia como parte do tratamento da anemia falciforme
apresentou influéncia nos niveis de PCR e LDH, reduzindo os niveis desses
marcadores nos individuos que faziam uso do medicamento, porém nao foi verificada
influéncia nos niveis de IL-8 e IL-1B. Apesar disso, os niveis de PCR e LDH nos
individuos HbSS que utilizavam o medicamento como parte da terapia, permaneceram
significativamente maiores em comparag¢ao aos doadores saudaveis.

Por fim, a avaliagdo dos resultados de genotipagem em conjunto com a
dosagem dos marcadores de inflamagdo e hemdlise, demonstrou que apenas os
niveis de IL-8 foram estatisticamente diferentes entre os genétipos, com os maiores
niveis identificados nos individuos mutados em homozigose.

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que existe associacdo entre a
mutacdo em GATA-1 e os niveis de IL-8 na doencga falciforme, sem influéncia da

mutagcdo em outros marcadores de inflamagao e hemolise.
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