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FIUZA, Luciana Magalhaes. Polimorfismos em genes de citocinas inflamatérias associados ao
Acidente Vascular Cerebral na anemia falciforme. 87 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Humana e Experimental) — Universidade Federal da Bahia. Instituto Gongalo Moniz, Fundagéo
Oswaldo Cruz, Salvador, 2020.

RESUMO

INTRODUGCAO: Pacientes com anemia falciforme (AF) apresentam variabilidade fenotipica
elevada, podendo apresentar diversas manifestacdes clinicas, incluindo o Acidente Vascular
Cerebral (AVC). No contexto da AF, o comprometimento das artérias cerebrais esta
primordialmente associado a inflamag&o cronica, hemolise e a anemia. OBJETIVO: Desta
forma, o objetivo do presente trabalho foi identificar a presenca de polimorfismos em genes de
citocinas inflamatdrias buscando associar a frequéncia de tais mutacdes ao desenvolvimento do
AVC em criangcas com AF. METODOLOGIA: Para isto, foram investigados 66 individuos, 24
individuos que tiveram AVC, formando o grupo caso, e 42 individuos que nunca tiveram AVC,
compondo o grupo controle. Foram analisados os parametros hematoldgicos, bioguimicos e o
perfil inflamatorio, bem como foi analisada a presenca de polimorfismos em genes de citocinas
inflamatorias, tais como TNF -308 G>A (rs1800629), IL1B +3954 C>T (rs1143634), IL4 -590
C>T (rs2243250) e IFNG +874 T>A (rs2430561). Os marcadores hematologicos, bioguimicos e
imunoldgicos foram investigados através de métodos automatizados e 0os marcadores genéticos
foram identificados pelas técnicas de reacdo em cadeia da polimerase e Restriction Fragment
Length Polymorphism. RESULTADOS: Analisando os parametros laboratoriais, foi encontrado
uma elevada contagem de reticuldcitos em individuos pertencentes ao grupo caso (p=0,0101).
Avaliando os dados laboratoriais, encontramos uma associacdo entre a dosagem de albumina
(p=0,0006), proteinas totais (p=0,0087) e acido Urico (p=0,0395). Foi encontrada uma associacao
da presenca do polimorfismo -308 G>A no gene do TNF, onde o alelo A foi associado a
ocorréncia do AVC (p=0,430). Uma analise multivariada mostrou uma associacdo entre a
presenca do polimorfismo -308 G>A no gene do TNF e a ocorréncia do AVC (p= 0,016). A
frequéncia de individuos mutante para o polimorfismo do gene do IFNG esteve elevada nos
grupos caso e controle. Faram descritas diferentes associagdes significativas entre a presenca do
polimorfismo -590 C>T no gene da IL4 e alguns parametros laboratoriais, como contagem de
linfécitos (/mL) (p=0,0152), plaquetas (x103/mL) (p=0,0203), proteinas totais (%)(0,0227) e
bilirrubina direta (mg/dL) (p=0,0054). Analisando os parametros laboratoriais no grupo de
individuos com AVC, foi identificada a associacdo significativa entre a presenca do alelo T no
polimorfismo -509 C>T do gene da IL4 e alguns parametros laboratoriais, como VCM (fL)
(p=0,0105), HCM (rg) (0,0421), RDW (%) (p= 0,0105), LDL (mg/dL) (p= 0,0351), AST (uL)
(p= 0,0292) e bilirrubina total (mg/dL) (p= 0,0468). Além disso, foi encontrada associacdo entre
a dosagem de citocinas pré inflamatérias, como 1L-12 (p= 0,0095), IL1-B (p= 0, 0300) e IL-8 (p=



0,0167) em individuos com o alelo mutante do polimorfismo -509 C>T no gene da IL4.
Nenhuma associacdo estatistica foi encontrada entre os pardmetros avaliados a presenca dos
polimorfismos nos genes da IL1B e IFNG. CONCLUSAO: Pode-se concluir que pacientes com
AF com historico prévio de AVC apresentam alteragdes nos parametros laboratoriais e
apresentam uma maior frequéncia do alelo A do polimorfismo do- -308 G>A no gene do TNF.
Além disso, pode-se observar que o polimorfismo -590 C>T no gene da IL4 esteve associado a
alterac6es em marcadores laboratoriais, alterando o nivel de expressao de citocinas inflamatorias.
Esses resultados evidenciam a necessidade de se investigar possiveis interferéncias genéticas,
afim de se estabelecer os efeitos de tais variaveis no desfecho do AVC em pacientes com AF.

Palavras chaves: Anemia falciforme; Citocinas Inflamatérias, Acidente Vascular Cerebral,
Inflamacdo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Patients with sickle cell anemia (SCA) have high phenotypic variability and
have several clinical manifestations, including stroke. In the context of SCA, impairment of the
cerebral arteries is primarily associated with chronic inflammation, hemolysis and anemia.
OBJECTIVE: Thus, the aim of the present study was to identify the presence of polymorphisms
in inflammatory cytokine genes, seeking to associate the frequency of such mutations with the
development of stroke in children with SCA. METHODOLOGY: For this, 66 individuals were
investigated, 24 individuals who had a stroke, forming the case group, and 42 individuals who
never had a stroke, making up the control group. Hematological, biochemical and inflammatory
profile parameters were analyzed, as well as the presence of polymorphisms in inflammatory
cytokine genes, such as TNF -308 G> A (rs1800629), IL1B +3954 C> T (rs1143634), IL4 - 590
C> T (rs2243250) and IFNG +874 T> A (rs2430561). Hematological, biochemical and
immunological markers were investigated using automated methods, and genetic markers were
identified by polymerase chain reaction and Restriction Fragment Length Polymorphism
techniques. RESULTS: Analyzing the laboratory parameters, a high reticulocyte count was
found in individuals belonging to the case group (p = 0.0101). Evaluating the laboratory data, we
found an association between the dosage of albumin (p = 0.0006), total proteins (p = 0.0087) and
uric acid (p = 0.0395). An association of the presence of the -308 G> A polymorphism was found
in the TNF gene, where the A allele was associated with the occurrence of stroke (p = 0.430). A
multivariate analysis showed an association between the presence of the -308 G> A
polymorphism in the TNF gene and the occurrence of stroke (p = 0.016). A high frequency of
mutants was found for the IFNG gene polymorphism. a significant association was observed
between the presence of the -590 C> T polymorphism in the IL4 gene and some laboratory
parameters, such as lymphocyte count (/ mL) (p = 0.0152), platelets (x103 / mL) (p = 0, 0203),
total proteins (%) (0.0227) and direct bilirubin (mg / dL) (p = 0.0054). Analyzing the laboratory
parameters in the group of individuals with stroke, a significant association was identified
between the presence of the T allele in the -509 C> T polymorphism of the IL4 gene and some
laboratory parameters, such as CMV (fL) (p = 0, 0105), HCM (rg) (0.0421), RDW (%) (p =
0.0105), LDL (mg /dL) (p = 0.0351), AST (uL) (p = 0.0292) and total bilirubin (mg / dL) (p =
0.0468). In addition, an association was found between the dosage of pro-inflammatory
cytokines, such as IL-12 (p = 0.0095), IL1-B (p = 0.000) and IL-8 (p = 0.0167) in individuals


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00mlgnMvqg2_3KUzBKAW8yOEKdp9A:1593237086027&q=METHODOLOGY&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjpurjUpqHqAhVQI7kGHWmqCJEQkeECKAB6BAgUECo

with the mutant allele of the -509 C> T polymorphism in the IL4 gene. No statistical association
was found between the parameters evaluated, the presence of polymorphisms in the IL1B and
IFNG genes. CONCLUSION: Thus, it can be concluded that patients with AF with a previous
history of stroke have changes in laboratory parameters and have a higher frequency of the a

A of the -308 G> A polymorphism in the TNF gene. In addition, it can be seen that the -59C
T polymorphism in the IL4 gene was associated with changes in laboratory markers, altering the
level of expression of inflammatory cytokines. These results demonstrate the need to investigate
possible genetic interferences, in order to establish the effects of such variables on the stroke
outcome in patients with SCA.

Key words: Sickle Cell Anemia, Inflammatory Cytokines, Stroke, Inflammation.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1 ANEMIA FALCIFORME

A anemia falciforme (AF) é uma anemia hemolitica decorrente de uma mutagdo de ponto
no sexto codon do gene da globina p (HBB), onde ocorre a substituicdo de adenina por timina
(GAT—GTT). A substituicdo ndo sinbnima da base nitrogenada possui implicancias na sintese
proteica, onde ocorre a troca do aminoacido &acido glutdmico por valina na posicdo 6,
produzindo a hemoglobina variante S (HbS). A presenga em homozigose do alelo beta S (B5) em
um individuo ira caracteriza-lo como possuidor da AF. As modificacGes genéticas irdo promover
alteracOes significativas na dindmica celular do eritrdcito, pois a substituicdo do aminoacido
interfere diretamente no balanco de cargas da molécula de hemoglobina (REES et al., 2010). As
moléculas de HbS, em baixas concentracdes de oxigénio, tendem a formar longos polimeros de
filamentos duplos, o que culmina na alteracdo da estrutura do eritrocito, que apresentara o
formato alongado, caracteristico desta patologia (CONRAN e BELCHER, 2018). As
manifestacdes clinicas na AF sdo bastante heterogéneas, podendo sofrer influéncias de diversos
fatores, como variaveis genéticas, condicGes climaticas, sociais e econdmicas as quais 0
individuo esta submetido (LYRA et al., 2005; BRASIL, 2008).

Um estudo realizado no gene HBB evidenciou a existéncia de duas mutacgdes distintas,
detectadas pela acdo da enzima de restricdo Hpa I, indicando a origem multicéntrica para esta
patologia (KAN e DOZY, 1978). Foram identificados os haplétipos, outras variacbes genéticas
no gene HBB, as quais possuem implicancias diretas no fenotipo do individuo com AF
(LOGGETTO, 2013). Os haplétipos constituem um padrdo de combinacao de sitios polimorficos
em um determinado cromossomo e sdo um elemento fundamental para a analise antropologica,
bem como sdo uma ferramenta para o estudo clinico dos pacientes, pois ja foi estabelecida a
relacdo direta entre essas variaveis geneticas e a gravidade da AF (GALIZA NETO e
PITOMBEIRA, 2003). Foram descritos cinco principais haplétipos do alelo p°, sendo eles
Republica Centro-Africana (CAR), Benin (BEN), Senegal (SEN), Camardes (CAM) e India-
Arabia Saudita (SAUDI). Os haplétipos do gene da globina 3 possuem uma associagdo com 0s
niveis de hemoglobina fetal (HbF), possuindo, deste modo, uma interferéncia direta na evolugdo

clinica do individuo. Os niveis de HbF constituem um fator importante para o desenvolvimento
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clinico dos pacientes com AF, pois interferem diretamente na polimerizacdo da HbS, reduzindo a
formagdo de polimeros no interior do eritrocito. Estudos apontam para o aumento na
concentracdo de HbF nos hapl6tipos SEN e SAUDI e para sua diminui¢do nos hapl6tipos BEN e
CAR (LOGGETTO, 2013).

Outro importante fator genético que interfere no perfil clinico dos pacientes com AF é a
talassemia-alfa (o) (Tal-a), em especial a delegdo de 3.7kb no gene da cadeia a da hemoglobina.
Estudos apontam para a frequéncia de 30% da Tal-o. nas populagdes de individuos com AF
(KATO et al. 2007; STEINBERG e SEBASTIANI, 2012). Estudos sugerem que o efeito
modulador da Tal-a nas manifestacdes clinicas da AF esta associado a reducdo da concentracdo
intracelular da HbS, reduzindo o dano celular provocado pela polimerizagdo da hemoglobina
variante (EMBURY et al., 1984; KATO et al., 2017; RAFFIELD et al., 2018).

Assim, 0s pacientes com AF apresentam variabilidade fenotipica elevada, podendo
apresentar diversas manifestacfes clinicas, tais como a anemia hemolitica cronica, dores
abdominais, dores osteoarticulares, priapismo, infartos pulmonares, trombose, Ulceras, infec¢des
recorrentes, crise de sequestro esplénico, sindrome toracica aguda (STA), nefropatia, retinopatia,
além de apresentarem risco elevado para a ocorréncia de acidente vascular cerebral (AVC)
(ILESANMI, 2010).

1.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

O AVC ¢ definido pelo Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD) como uma
sindrome neuroldgica aguda decorrente do rompimento ou da oclusdo de uma artéria, alterando o
funcionamento normal da circulacdo sanguinea cerebral (BALLAS et al., 2009). Trata-se de uma
patologia que tem como causa primaria o comprometimento do fluxo sanguineo de importantes
artérias cerebrais, como a cardtida interna, cerebral média e cerebral anterior (HOPPE et al.,
2007). Atualmente, classifica-se 0 AVC em dois principais tipos, 0 AVC isquémico (AVCi) e 0
AVC hemorragico (AVCh). O AVCi € o tipo mais comum, onde ocorre a obstrucdo vascular,
levando a reducdo da perfusdo cerebral (SPENCER, 2013). O segundo tipo mais comum é o
AVCh, onde ocorre o rompimento de um vaso sanguineo cerebral (hemorragia intracerebral) ou

em torno da membrana que circunda o cérebro (hemorragia subaracnéide). O AVCi pode evoluir
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para um AVCh (transformacdo hemorragica), quando ocorre a perda da integridade
microvascular, devido a obstrucéo isquémica do vaso cerebral.

O AVCi possui uma associacdo importante com processos inflamatérios, sendo a
inflamacdo considerada como possivel fator de causa ou de aumento do risco para a ocorréncia de
oclusdo isquémica de artérias cerebrais (PALM et al., 2016). Um marcador inflamatério
importante, a proteina C reativa, tem tido seus niveis associados a ocorréncia do AVC em
individuos sem AF, indicando que a inflamacéo sistémica cronica esta diretamente relacionada a
oclusdo de vasos sanguineos (MUIR et al., 2007). O estudo de Palm e colaboradores (2016)
demonstrou que ha uma relacdo entre a inflamacgdo desencadeada por processos infecciosos e a
ocorréncia do AVC, onde ficou estabelecido que infeccbes que promovem um quadro
inflamatorio sistémico podem ser consideradas um gatilho para a ocorréncia do AVC. Além dos
processos infecciosos, inflamacdes sistémicas autoimunes sdo conhecidas por exacerbar o risco
para 0 desenvolvimento do AVC, tais como a doenca arteriosclerética e artrite reumatoide
(DHILLON; LIANG, 2015; MUIR et al., 2007).

No contexto da AF, o comprometimento das artérias cerebrais estd primordialmente
associado a inflamacdo cronica, hemdlise e a anemia (FLANAGAN et al.,, 2011; WEBB e
KWIATKOWSKI, 2013). Além disso, 0 AVC em individuos com AF vem sendo associado ao
aumento da viscosidade sanguinea (WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). As condicOes vasculares
iniciais para o desenvolvimento do AVC na AF estdo associadas a aderéncia de reticulocitos ao
endotélio vascular, o que resulta em danos as células endoteliais, promovendo a sua ativacdo. Tal
fendmeno estimula o recrutamento de mediadores inflamatdrios e de plaquetas, gerando um
quadro de obstrucdo aguda vascular (ADAMS, 2007; WEBB e KWIATKOWSKI, 2013).

Individuos com AF que desenvolveram o AVC possuem dosagens elevadas de integrinas,
E-selectinas, moléculas de adesdo soluveis, moléculas pro-coagulantes, fator de von-Willebrand,
membros das imunoglobulinas, fibrinogénio e trombina (FRENETTE, 2002). Dados da literatura
apontam para a relacdo intima entre a anemia hemolitica e 0 AVC, onde ja ficou demonstrado o
aumento na velocidade do fluxo sanguineo cerebral em individuos que apresentam quadro grave
de anemia hemolitica, pois esses individuos manifestam complicacdes tromboticas, tais como o
tromboembolismo in situ, trombose pulmonar e AVC (ATAGA, 2009).

Além disso, ja foi evidenciado que individuos com AF apresentam o quadro inflamatério

cronico, evidenciado pela leucocitose. A contagem elevada de leucdcitos ja foi demonstrada por
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estar associada ao aumento da mortalidade, bem como ao aumento da ocorréncia de STA e do
AVC (CONRAN e BELCHER, 2018). Estudos realizados in vivo e em ex vivo apontaram que
citocinas inflamat6rias desempenham papel crucial no desenvolvimento do AVC isquémico
(MUNRO; POBER; COTRAN, 1989; TONG et al., 2013). A inflamacdo cronica e a ativacao do
sistema imune inato vém sendo diretamente associadas ao desenvolvimento do AVC isquémico
(J.; J., 2003; JIN; YANG; LI, 2010; TONG et al., 2013). Assim, a inflamacdo tem sido
considerada um mecanismo essencial para possiveis intervencfes terapéuticas no contexto do
AVC, devido ao seu papel no desencadeamento das mudancas vasculares que culminam na
ocorréncia desta manifestacéo clinica (MUIR et al., 2007).

As consequéncias do AVC para o individuo sdo imprevisiveis e irdo depender do grau de
comprometimento dos vasos, bem como da velocidade da intervengcdo médica no momento da
obstrucdo ou rompimento do vaso sanguineo. Trata-se de uma condi¢cdo clinica que eleva a
morbidade e mortalidade em individuos com AF, acometendo cerca de 10% dos pacientes
(ADAMS, 2005; WEBB e KWIATKOWSKI, 2013).

O Doppler Transcraniano (DTC) € um método ndo invasivo que utiliza o ultrassom para
mensurar o fluxo sanguineo em artérias cranianas pertencentes ao poligono de Willis, indicando
alteracdes na dinamica vascular cerebral (NEWELL e AASLID, 1992). A velocidade do fluxo
sanguineo medida através do DTC indica alteracdes no diametro arterial, onde o aumento da
velocidade estd diretamente relacionada a presenca de estenose cerebral (WEBB e
KWIATKOWSKI, 2013). A terapia de transfusdo crénica € um método que vem sendo utilizado
para prevenir a ocorréncia do AVC, bem como diminuir o risco do segundo evento nos
individuos que ja desenvolveram essa patologia (WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). A
transfusdo sanguinea cronica vem se mostrando efetiva na prevencdo do AVC, pois esta
terapéutica diminui os niveis de hemoglobina livre no plasma e a hemolise (ADAMS, 2007,
KATO et al., 2007), além de reduzir os niveis de lactato desidrogenase (LDH), um marcador
importante de hemdlise intravascular, o qual vem sendo associado ao aumento das velocidades do
DTC, sendo considerado atualmente um marcador de risco para o AVC na AF (WEBB e
KWIATKOWSKI, 2013).
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1.3 INFLAMACAO CRONICA NA ANEMIA FALCIFORME

A inflamagcdo cronica é um fendbmeno frequentemente descrito em pacientes com AF e a
expressdo crbnica de moléculas inflamatdrias esta diretamente associada a vaso-ocluséo e a
hemolise intravascular (CONRAN e BELCHER, 2018). Os processos inflamatorios cronicos
estdo intimamente relacionados a diversas complicacdes clinicas, incluindo a auto-
esplenomegalia, STA, hipertensdo pulmonar, Ulceras, nefropatia e o AVC (BALLAS e
LUSARDI, 2005; NATH e HEBBEL, 2015). Diversos estudos tém demonstrado que a hemolise
é um dos fendbmenos que contribui significativamente para o desencadeamento da inflamacéo
crénica na AF. Trata-se de um fendmeno recorrente em individuos com AF, estima-se que
aproximadamente 30% dos eventos hemoliticos acontecam no lIimen vascular (GUARDA et al.,
2017). Os danos sofridos pela membrana dos eritrocitos nos episédios de falcizagdo tornam o
envoltorio celular rigido, diminuindo sua capacidade deformatdria, o que reduz o seu tempo de
vida, gerando o rompimento anormal das hemacias no lumen vascular (CONRAN e BELCHER,
2018).

A liberacdo do heme como consequéncia da oxidacdo da hemoglobina livre, na hemolise
intravascular, contribui para o desencadeamento de uma resposta inflamatoria, além de promover
lesbes no endotélio vascular (GHOSH et al., 2013). O heme tem sido considerado um mediador
inflamatorio importante, uma vez que esta molécula é capaz de ativar o sistema imune inato,
através da via do receptor do tipo Toll (TLR), o TLR4, em mondcitos e células endoteliais,
podendo induzir a producdo do fator de necrose tumoral (TNF) (BELCHER et al., 2014;
FIGUEIREDO et al., 2007).

Outro processo fundamental associado ao poder inflamatdrio da hemolise esta relacionado
a deplecdo do 6xido nitrico (NO), um radical livre produzido enzimaticamente pela enzima 6xido
nitrico sintetase (NOs), durante a conversdo da arginina em citrulina (KATO, et al., 2017).
Durante a hemolise intravascular, ocorre a liberacdo da arginase, o que ira provocar a diminuicao
das concentracdes de L-arginina, o substrato para a producdo de NO (BELISARIO et al., 2018).
Além disso, a hemoglobina livre interage com o NO, produzindo meta-hemoglobina e nitrato,
contribuindo para a deplecdo do NO (HABARA e STEINBERG, 2016). Assim, 0s sucessivos

eventos de hemdlise provocam a deplecdo nos niveis de NO, provocando alteracBes vasculares
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importantes no individuo com AF. Além do seu papel na vaso-dilatacdo, 0 NO possui papel
fundamental como molécula anti-inflamatoria, pois esse radical livre reduz a ativagdo leucocitaria
e as interacGes leucdcito-endotélio, além de diminuir a migracdo de leucdcitos para o interior dos
tecidos (CONRAN e BELCHER, 2018). Ademais, o NO é capaz de inibir a agregacdo
plaquetéria, além de atuar na liberacdo de citocinas anti-inflamatdrias. Assim, a deplecdo do NO,
possui efeitos inflamatorios significativos, sendo considerado fendmeno importante que associa a
hemolise intravascular ao desencadeamento de processos inflamatérios na AF. Além disso,
eritrécitos falciformes hemolisados liberam outras moléculas capazes de estimular processos
inflamatorios, tais como a adenosina tri-fosfato (ATP) (SIKORA et al., 2014) e os padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs) (CONRAN e BELCHER, 2018).

Os DAMPS liberados pelos eritrocitos contribuem para a promocao e propagacdo do
estado inflamatdrio, além de contribuirem para o aumento do estresse oxidativo (KATO, et al.,
2017). Os DAMPs decorrentes da hemolise intravascular sdo capazes de ativar o sistema imune
inato, contribuindo para exacerbar o quadro inflamatorio encontrado em pacientes com AF
(KATO, et al., 2017). O heme e a hemoglobina livres, bem como a liberacdo do ATP na hemolise
contribuem para a ativacao plaquetaria, aumentando o estado inflamatério e contribuindo para a
vasculopatia presente nesses individuos (CARDENES et al., 2014). A hemolise intravascular é
um mecanismo patolégico que possui diversas consequéncias para o individuo com AF, pois
além de gerar o quadro anémico grave, contribui para o estabelecimento da inflamacao crénica e
gera condicOes que irdo contribuir para a ocorréncia dos processos vaso-oclusivos caracteristico
dessa patologia (GUARDA et al., 2017).

A adesdo de eritrocitos ao endotélio vascular € um dos mecanismos essenciais para a
manutencdo do perfil inflamatério exacerbado em individuos com AF (CONRAN e BELCHER,
2018). Sabe-se que os eritrocitos falciformes apresentam alteracbes em sua membrana celular,
fazendo com que essas hemacias sejam mais aderentes ao endotélio vascular (CONRAN e
BELCHER, 2018; MAKIS, et al., 2000). A membrana de eritrécitos de individuos com AF
possui expressao maior de moléculas de adesdo do que hemacias de individuos normais
(WAUTIER e WAUTIER, 2013). Dados da literatura demonstraram que existe correlacdo
positiva entre a aderéncia de eritrécitos ao endotélio vascular e a gravidade das manifestacfes
clinicas na AF, evidenciando que o fendmeno da vaso-oclusdo é essencial para a ocorréncia do

estado mais grave da doenca (MAKIS, et al., 2000). Assim, diversos mecanismos patologicos
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contribuem para a manutencao do estado inflamatério crénico em individuos com AF. A Figura 1
mostra o papel dos fendbmenos hemoliticos, da lesdo endotelial e dos processos inflamatérios na
ocorréncia da vaso-oclusdo na AF. O processo inflamatério em individuos com AF é um
fendbmeno que desencadeia diversas manifestacBes clinicas e vem sendo considerado um

mecanismo importante para intervengdes terapéuticas.
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Figura 1. Representacdo grafica do fendmeno vaso-oclusivo presente na doenca falciforme, mostrando a participacéo
de leucdcitos, plaquetas, reticuldcitos, hemacias normais e falcizadas e células endoteliais. Fonte: adaptada de
(KATO etal., 2017)

1.4 CITOCINAS PRO INFLAMATORIAS

Uma das consequéncias da anemia hemolitica crénica € o aumento da contagem de
reticulécitos na circulacdo sanguinea (KATO, et al., 2007). A membrana dos reticuldcitos
apresenta expressao particular de moléculas envolvidas na adesdo celular, o que torna essas
células mais aderentes ao endotélio vascular (KATO, et al., 2007). A integrina a4 1, presente na
membrana dos reticuldcitos, ira se ligar a fibronectina e a molécula de adesdo vascular 1
(VCAM-1) (do inglés vascular cell adhesion protein 1) expressas na superficie de células
endoteliais (PATHARE et al., 2003).
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Estudos sugerem que as citocinas, produzidas nos sitios de inflamacdo, agem como
gatilhos para a adesdo celular de reticuldcitos, pois essas interagdes celulares sdo fortalecidas pela
ativacdo de células endoteliais, que ocorre devido a acdo de moléculas, como o TNF e as
interleucinas (IL) 1 e 8 (IL-1 e IL-8)(KEIKHAEI et al., 2013; MAKIS; HATZIMICHAEL,
BOURANTAS, 2000; PATHARE et al., 2004). Além disso, estudos demonstraram que a
expressao de VCAM-1 na superficie de células endoteliais é induzida pela acéo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF e a interleucina 1 beta (IL-1p), produzidas por mondcitos ativados
(BELCHER et al., 2000; PATHARE et al.,, 2003). Um estudo realizado por Belcher e
colaboradores mostrou que o bloqueio da atividade da IL-1B ¢ do TNF reduz a expressao de
moléculas de adesdo celular, como a E-selectina e VCAM-1, evidenciando a intima relagdo entre
0s processos inflamatorios e fendmenos vaso-oclusivos na AF (BELCHER et al., 2000).

O TNF é uma citocina de acdo pleiotropica, produzida predominantemente por
macrdfagos ativados e linfocitos T, o qual podera ser expresso na membrana celular ou podera
ser liberada, apresentando-se em sua forma solivel (BRADLEY, 2008). As concentracfes de
TNF sdo elevadas em condicGes infecciosas e inflamatdrias, tanto agudas quanto crdnicas.
Embora os principais produtores de TNF sejam macrofagos e linfdcitos T, diversos outros tipos
celulares podem produzir esta citocina, como os mastdcitos, células NK (natural Killer),
neurtofilos, células endoteliais, células de tecido muscular liso, fibroblastos e osteoclastos
(BRADLEY, 2008). As propriedades pré-inflamatorias do TNF podem ser explicadas
principalmente com base no seu efeito no endotélio vascular e nas interacdes entre leucocitos e as
células endoteliais. As células do endotélio, em resposta a acdo do TNF, expressam moléculas de
adesdo celular, como a E-selectina, a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1) e VCAM-1
(BELCHER et al., 2000). Além disso, o TNF participa da inducdo da trombose intravascular,
induzindo a expressdo de proteinas pro-coagulantes, como o fator tecidual, e diminuindo a
producdo da proteina anti-coagulante trombomodulina. Estudos anteriores apontam para a relagédo
entre os niveis plasmaticos de TNF e a ocorréncia do AVCi, onde dosagens da citocina foram
encontradas mais elevadas em pacientes do que nos individuos saudaveis (BOKHARI et al.,
2014; WELSH et al., 2008).

A IL-1B é uma citocina que possui efeitos pro-inflamatorios de estimulos locais e
sistémicos. Possui a funcdo associada a mecanismos inflamatorios crénicos e infecciosos agudos,

promovendo o recrutamento de células inflamatérias para os sitios de infecgdo através da indugédo
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da expressdo de moléculas de adesdo em celulas endoteliais e atraves da liberacdo de quimiocinas
(GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). Sua producao ocorre em mondcitos e macrofagos e
com menos frequéncia em outros tipos celulares, tais como neutréfilos, células endoteliais,
células do epitélio, linfdcitos, células do musculo liso e fibroblastos (GABAY; LAMACCHIA,
PALMER, 2010; LOPEZ-CASTEJON e BROUGH, 2011). Os efeitos inflamatdrios sistémicos
da IL-1B desencadeiam a hipotensdo, febre, neutrofilia, trombocitose e a producdo de proteinas
de fase aguda (GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010). Além disso, a IL-1p esta associada a
regulacdo da imunidade adaptativa, através da inducdo da diferenciacdo de linfécitos Thl7 e da
producdo de IL-17 em camundongos e humanos (ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007; CHUNG
et al., 2009). Estudos realizados em modelos animais mostraram que a IL-1B possui papel
essencial na regulacdo do fluxo sanguineo em casos de isquemia cerebral, além de atuar na
ativacdo de células endoteliais do cerebro, estimulando-as a produzir moléculas de adesdo e
quimiocinas, contribuindo para o recrutamento de células inflamatorias (ASARE et al., 2010).

O interferon gama (y) (IFN-y) ¢ uma citocina produzida principalmente por células T e
células NK (BILLIAU; MATTHYS, 2009; SCHRODER et al., 2004) e, em menor frequéncia,
por celulas B, macrofagos e células dendriticas (MEYER, 2009). O IFN-y possui efeito na
regulacdo da expressdo de moléculas de adeséo e de quimiocinas, interferindo no deslocamento
de populacdes de células do sistema imune para os locais de inflamacdo (SANVITO et al., 2010).
Esta citocina possui efeito na especializacdo de células T naive, atuando, em conjunto com a IL-
12, na diferenciacdo em linfocitos do tipo Thl (SANVITO et al., 2010) e possui efeito inibidor na
diferenciacdo de células do tipo Th2. Sua acdo pro-inflamatdéria também estd associada a
estimulacdo da producdo de outros mediadores inflamatorios, como TNF e o NO em macrdéfagos
(SANVITO et al., 2010). A liberacdo de IFN-y por linfécitos T e células NK ocorre em resposta a
acdo de citocinas como a IL-12 e IL-18 (SCHRODER et al., 2004). Embora o IFN-y esteja
intimamente relacionado a resposta imunologica em condicdes infecciosas, estudos tem mostrado
que essa citocina possui uma funcdo associada a processos inflamatorios cronicos e autoimunes,
como ja fora descrito em doencas como a artrite reumatoide (LEE et al., 2017) e o lUpus
(MEYER, 2009).

A interleucina 4 (IL-4) é uma citocina produzida em linfécitos T-CD4, mastdcitos,
eosinofilos e basofilos. Atua diretamente nos linfocitos T, B, em células NK e em ceélulas

endoteliais (GADANI et al., 2012). Possui efeito na diferenciacdo de linfocitos B, induzindo-os a
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produzir imonuglobulinas G e E, 0s quais irdo atuar nas respostas alérgicas e anti-helminticas
(GADANI et al., 2012). Suas propriedades anti-inflamatérias estdo associadas & sua atuagcdo em
macrofagos ativados, onde reduz os efeitos das citocinas pré-inflamatérias, como IL-1, TNF, IL-
6 e IL-8, além de inibir a producgdo de radicais livres de oxigénio. Embora os mecanismos pelos
quais a IL-4 atua em resposta aos processos inflamatérios na AF permanecam pouco elucidados,
estudos ja demonstraram o aumento na expressdo dessa citocina em individuos em estado estavel
(MAKIS; HATZIMICHAEL; BOURANTAS, 2000). Estudos tém mostrado que as alteracfes nas
respostas anti-inflamatdrias podem ter efeito significativo nos processos inflamatérios ocorridos

no AVC isquémico.

1.5 FATORES GENETICOS E PREDISPOSICAO AO AVC

Embora a etiologia do AVC na AF ainda permaneca pouco conhecida, estudos previos
realizados em irmdos indicam a predisposicdo genética para o desenvolvimento desta
manifestacdo clinica (DRISCOLL et al., 2003; WEBB e KWIATKOWSKI, 2013). Possiveis
genes candidatos tém sido associados ao risco do desenvolvimento do AVC, tais como genes
envolvidos em processos inflamatdrios, metabolismo lipidico, regulacdo da pressdo sanguinea,
lesdo endotelial e trombose (HOPPE et al., 2007). Estudos anteriores tém sugerido que alteracfes
na expressdo do gene do TNF podem ter impacto direto na predisposicdo ao AVC em criangas
com doenca falciforme (DF), devido a sua participacdo na inflamacdo vascular, marcada pela
ativacio endotelial e de mondcitos (BELISARIO et al., 2018; HOPPE et al., 2007). Além disso, a
expressdo elevada do TNF tem sido associada a outras condi¢des inflamatorias, como a artrite
reumatoide e a sepse (HAJEER e HUTCHINSON, 2001; HOPPE et al., 2007).

O polimorfismo -308G/A na regido promotora do gene do TNF (rs1800629) é conhecido
por alterar a expressdo desta molécula, o que pode influenciar na resposta inflamatoria do
paciente. O efeito da presenca do polimorfismo TNF -308G>A é varidvel entre as populagdes,
indicando a necessidade de se replicar a andlise desta mutacdo em diferentes modelos
populacionais (BELISARIO et al., 2018; HOPPE et al., 2007). O gene da IL4 esta localizado no
braco longo do cromossomo 5 (q23-31), com localizacdo proxima a genes de citocinas associadas

a respostas do tipo Th2 em processos alérgicos, tais como a IL-5 e IL-13. O polimorfismo IL4 -
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590C/T tem sido associado a doengas de carater inflamatorio crénico, como a artrite reumatoide e
lupus (HUSSEIN et al., 2013; PARK et al., 2017). A presenca do polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP) (single nucleotide polymorpism) tem sido associada a diminuicdo dos niveis
plasméaticos da IL-4 (MORENO et al., 2007). Estudos tém sugerido que a presenca do
polimorfismo IL4 -590C/T estd diretamente associada a gravidade da doenca, na artrite
reumatoide, indicando o papel desta citocina na reducdo dos processos inflamatérios cronicos
caracteristicos da patologia (MORENO et al., 2007; HUSSEIN et al., 2013; LI et al., 2014).

A presenca do polimorfismo intronico na posicdo +3954 C>T no gene da IL1B
(rs1143634) pode trazer consequéncias funcionais para a expressdao do gene, interferindo na
resposta do individuo a condicGes inflamatérias. Dados da literatura apontam para a associagao
entre a presenca do polimorfismo e o aumento na susceptibilidade e na gravidade das respostas
inflamatorias cronicas em diversas condic¢des clinicas. Estudos feitos em pacientes com artrite
reumatoide evidenciaram o aumento na gravidade da doenga associada a presenca do alelo
variante para o polimorfismo IL1B +3954 C>T (BUCHS et al., 2001). Outros estudos apontaram
para a associacao entre a presenca da mutacdo e o aumento da susceptibilidade a Glcera duodenal
e periodontite (GALBRAITH et al., 1999; GARCIA-GONZALEZ et al., 2001), indicando que a
presenca do SNP pode exacerbar a resposta inflamatoria nessas condi¢Ges patoldgicas.

No contexto da AF, estudos ja demonstraram que as concentracdes plasmaticas da IL-1p
estdo elevadas em individuos em crise (ASARE et al.,, 2010; CARVALHO et al., 2018;
PATHARE et al., 2004; QARI; DIER; MOUSA, 2012), indicando a importancia de se averiguar
outras possiveis condi¢cdes que podem exacerbar a sintese dessa citocina e as consequéncias dessa
hiperexpressao nas manifestacBes clinicas decorrentes de respostas inflamatérias. O
polimorfismo no gene do IFNG na posicao +874 T>A, onde ocorre a substituicdo de adenina por
timina, tem sido associado ao aumento da expressdo desta citocina. Dados da literatura apontam
que o alelo T esta associado ao aumento da expressdo da molécula, enquanto o alelo A esta
associado a reducao nos niveis plasmaticos (PRAVICA et al., 2000).

Embora muitos estudos associem a presenca de polimorfismos a ocorréncia do AVC, 0s
mecanismos pelos quais tais varidveis genéticas estdo associadas a esta manifestacdo clinica
ainda permanecem desconhecidos. A influéncia de tais mutacdes na expressdo das citocinas varia
de acordo com as populagdes (HAJEER; HUTCHINSON, 2001; LIBREGTS et al.,, 2011).

Estudos desenvolvidos em diferentes grupos populacionais apontam para resultados divergentes,
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indicando que os polimorfismos podem exacerbar ou diminuir a sintese das citocinas (HOPPE et
al., 2001). Devido a complexidade dos mecanismos que podem culminar no desenvolvimento do
AVC, ¢é importante considerar que diversos genes possam contribuir para a ocorréncia dessa
manifestacdo clinica, o que evidencia a necessidade de se pesquisar tais alteragdes genéticas em
conjunto, investigando como esses polimorfismos podem, de forma sinérgica, estar contribuindo
para desencadear 0s eventos que precedem a oclusdo das artérias cerebrais em individuos com
AF.
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2 JUSTIFICATIVA

Os dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal apontam que no Brasil ocorre o
nascimento de cerca de 3.500 criangas por ano com 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 para a HbS, tendo sido encontrada a frequéncia de 14,7% do genotipo AS (HbAS) em
1.200 criancas em idade escolar (AZEVEDO et al., 1980), variando de acordo com 0 grupo
populacional estudado. Adorno e colaboradores (2005), ao estudarem recém-nascidos em
Salvador-Bahia, descreveram a 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. Os dados da
triagem neonatal no estado da Bahia mostram a prevaléncia de DF na razdo de 1:650 nascidos
vivos (BRASIL, 2009).

A evolucdo da AF é marcada por um amplo espectro de complicacGes clinicas, que
atingem a maioria dos 6rgdos e aparelhos. Algumas dessas complicacbes ndo reduzem a
expectativa de vida do paciente, embora possam comprometer consideravelmente a qualidade de
vida, tais como: ulceras de pernas, retinopatia, osteonecrose (especialmente da cabeca do fémur)
e célculos biliares. Outras alteracdes, no entanto, comprometem diretamente a funcao de 6rgéos
vitais e estdo diretamente associadas a risco de vida. Como a STA, a insuficiéncia renal e 0 AVC
(ILESANMI, 2010).

O AVC, previamente definido como uma sindrome neuroldgica aguda secundaria a
oclusdo de uma artéria ou hemorragia, com isquemia, sintomas e sinais neuroldgicos (BALLAS
et al., 2009), é uma complicacdo grave, de consequéncias debilitantes. Dados da literatura tém
demonstrado que o AVC acomete 11% dos pacientes com AF (ADAMS, 2005). A visdo mais
holistica mais recente da AF analisa a hemacia e suas anormalidades em contexto mais amplo,
avaliando a forma com que os eritrocitos interagem, estimulam e geram danos ao endotélio
vascular, aos tecidos e as células adjacentes. Assim, os tecidos ndo estdo apenas em hipoxia,
como também estdo expostos a acdo de mediadores inflamatdrios (PLATT, 2000).

As citocinas sdo mediadores inflamatorios que participam na comunicacdo celular
atuando em vias proé e anti-inflamatorias. A expressao de tais moléculas pode sofrer influéncia de
variaveis genéticas, as quais podem exacerbar ou diminuir sua sintese. Alteracdo nos niveis de

expressdo das citocinas podem ter efeito direto na resposta inflamatéria do individuo, podendo
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assim contribuir para a ocorréncia do AVC. Desta forma, a investigacdo do perfil de citocinas em
pacientes com AF pode contribuir para a elucidacdo dos mecanismos pelos quais essas moléculas
influenciam no quadro clinico do paciente, podendo também contribuir para o desenvolvimento

de futuros alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar polimorfismos em genes de moléculas inflamatdrias associando-os as
caracteristicas laboratoriais apresentadas por individuos com AF que desenvolveram eventos de
AVC.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar os perfis hematologico, bioquimico e imunolégico em individuos com AF com
e sem AVC prévio;

e Investigar a presenca dos polimorfismos nos genes da interleucina 4 (I1L4), do fator de
necrose tumoral (TNF), da interleucina 1-beta (IL1B) e do interferon-gama (IFNG) em
individuos com AF com e sem AVC prévio;

e Avaliar quantitativamente a presenca das citocinas IL-1p, IL-8, IL-6, IL-12 e TNF,
associando-as aos perfis laboratoriais e genéticos nos individuos com AF com e sem AVC

prévio investigados.



31

4 MANUSCRITO

Titulo: Associations between polymorphisms in cytokine genes and laboratory parameters in
sickle cell anemia children with stroke

Autores: Luciana M Fiuza, Caroline C da Guarda, Rayra P Santiago, Setondji Cocou Modeste
Alexandre Yahouedehou, Corynne S Adanho, Antonio Mateus J Oliveira, Camylla V B
Figueiredo, Suellen P Carvalho, Rodrigo M Oliveira, Cleverson A Fonseca, Milena M Aleluia,

Isa M Lyra, Valma M L Nascimento, Larissa C Rocha, Marilda S Gongalves.

Situagédo: A ser submetido

Objetivo: (referente aos trés objetivos especificos da dissertacao):

e Investigar os perfis hematologico, bioquimico e imunoldgico em individuos com AF com
e sem AVC prévio;

e Investigar a presenca dos polimorfismos nos genes da interleucina 4 (1L4), do fator de
necrose tumoral (TNF), da interleucina 1-beta (IL1B) e do interferon-gama (IFNG) em
individuos com AF com e sem AVC prévio;

e Avaliar quantitativamente a presenca das citocinas IL-1p, IL-8, IL-6, IL-12 e TNF,
associando-as aos perfis laboratoriais e genéticos nos individuos com AF com e sem AVC

prévio investigados.

Principais resultados: Quando comparamos 0s parametros laboratoriais entre os individuos com
historia prévia de AVC e o grupo controle, identificamos que os individuos com historia previa
de AVC apresentaram contagem elevada de reticulocitos e niveis diminuidos de albumina,
proteinas totais e acido Urico em relacdo ao grupo controle. Na analise genética, identificamos
que o alelo A do gene TNF foi associado a ocorréncia de AVC, esse dado ainda foi corroborado
através de analise multivariada que encontrou a mesma associacdo. O polimorfismo no gene 1L4
foi associado a contagem de linfocitos e plaquetas e aos niveis de plaquetdcrito e bilirrubina
direta. Analisando os polimorfismos nos individuos com AVC prévio, nés identificamos que a

presenca do alelo T do polimorfismo no gene da IL4 foi associado aos niveis de VCM, HCM,
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RDW, LDL, AST e bilirrubina total. Além disso, os individuos com o alelo T ainda apresentaram
niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, como 1L-12, IL-1p e IL-8, indicando a associagao
desse SNP a um estado pré-inflamatério da AF. Nossos resultados sugerem que a hemdlise a
inflamacdo podem estar associados a ocorréncia de AVC na populagdo com AF.
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Abstract

Individuals with sickle cell anemia (SCA) exhibit a wide range of clinical manifestations, such as
vaso-occlusion, infection and stroke. Stroke is a common neurologic complication in SCA, and
has been associated with chronic inflammation, hemolysis, and anemia. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in genes of inflammatory cytokines have been associated with increased
risk of stroke. The aim of this study was associate the presence of SNPs in genes of inflammatory
cytokines and the occurrence of primary stroke in children with SCA. A cross-sectional study
was developed, including 25 SCA children, who had stroke and 63 SCA children who never had
a stroke event, composing the control group. We evaluated biochemical and hematological
parameters of all individuals. In addition, the presence of the SNPs in the tumor necrosis factor
(TNF) -308 G>A, interleukin-4 (IL4) -590 C>T, interferon gamma (IFNG) +874 T>A and
interleukin-1 beta (IL1B) +3954 C>T genes were investigated in both group. When the laboratory
parameters were evaluated we found increased reticulocyte count and decreased albumin, total
proteins and uric acid levels in relation to control group. In the genetic analysis, we found a
significate association between the presence of A allele of TNF gene and the occurrence of
stroke. Our multivariate analysis reinforced the association of polymorphism in TNF gene with
the occurrence of stroke. The polymorphism in IL4 gene was associated to laboratorial
parameters, such lymphocyte and platelets count, total proteins and direct bilirubin. Analyzing
the polymorphisms in the stroke group, we found a significant association between the presence
of T allele in IL-4 gene and some laboratorial parameters, such MCV, MCH, RDW, LDL-C, AST
and total bilirubin. In addition, individuals with T allele showed a higher level of pro-
inflammatory cytokines, such IL-12, IL-1p and IL-8, indicating that the presence of this SNP is
associated with a pro-inflammatory state. Altogether, our findings corroborate hemolysis and
inflammation as the underlying pathophysiological mechanisms associated with the occurrence of
stroke in SCA individuals.
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INTRODUCTION

Individuals with sickle cell anemia (SCA), the most severe form of sickle cell disease
(SCD) present a wide range of clinical manifestations, such as priapism, leg ulcer, acute chest
pain, pulmonary hypertension, osteonecrosis, pain crisis and stroke (BELCHER et al., 2000;
KATO et al., 2007). Theses clinical manifestations may be influenced by several factors, such as
other genetic variables, environment, social and economic conditions (LYRA et al., 2005).

Stroke is a multifactorial neurologic complication and has been considered one of the
most severe clinical complications in SCA and a common cause of morbidity and mortality in
SCA, affecting about 11% of patients (DRISCOLL et al., 2003; KWIATKOWSKI et al., 2003).
Obstruction of the cerebral arteries in SCA is associated with chronic inflammation, hemolysis,
and anemia (FLANAGAN et al., 2011; WEBB; KWIATKOWSKI, 2013). Epidemiological
analysis and studies with twins, siblings and animals have shown a genetic influence on
predisposition to stroke in the general population (HOPPE et al., 2004). Several genes have been
investigated for stroke risk in SCA, like genes involved in endothelial injury, thrombosis and
inflammation (HOPPE et al., 2007).

Single nucleotide polymorphisms (SNPs) have been described associated with increased
risk of stroke, like mutations in cytokines genes, such tumor necrosis factor (TNF), interleukin
(IL) IL1B, IL4 and interferon gamma (IFNG) (HOPPE et al., 2007). These mutations are known
for being associated with other chronic inflammatory pathologies and may be associated with
stroke in SCA (AL-MOHAYA et al., 2016; BOZZI et al., 2009; BUCHS et al., 2001; GARCIA-
GONZALEZ et al., 2001; HUIZINGA et al., 1997; HUSSEIN et al., 2013; KARAHAN et al.,
2005; KUBOTA et al., 1998; PAWLIK et al., 2005; PRAVICA et al., 2000; TINDALL et al.,
2010).

SCA is a complex pathological condition and stroke is one of the most serious clinical
manifestations. Due to its complexity and the fact that it is multifactorial, the factors that lead to
stroke are difficult to investigate. In SCA, chronic inflammation is considered a major factor in
stroke, because of this is essential to analyze changes in the inflammatory profile of individuals.
Thus, the aim of this study was associate the presence of SNPs in genes of inflammatory

cytokines and the occurrence of primary stroke in children with SCA.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

A cross-sectional study including 66 unrelated SCA children was developed. Of these, 24
subjects had a previous stroke event, including as cases with an average age of 13.29 + 4.50
years, whom 14 (56.0 %) were female and 42 SCA children who never had a stroke, composing
the control group with an average age of 14.64 + 3.70 years, whom 17 (27.0 %) were female. The
subjects were selected from the Hematology and Hemotherapy Foundation of Bahia State
(HEMOBA). Since all individuals were under 18 years, their legal guardians signed the consent
form. Samples were collected during the period from 2016 to 2017. Clinical data and
demographic data were collected from the patients” medical records. The use of hydroxyurea was
questioned in order to evaluate if the use of the drug would interfere with the parameters
investigated. All individuals with infectious diseases, hemoglobin profiles not compatible with
SCA, and inflammatory episodes during the study were excluded. As part of the treatment to
avoid a secondary stroke, the individuals involved in the research, in the case group, were
transfused from blood components. The study was approved by Institutional Research Board,
(protocol number: 1400535) and was conducted in compliance with the ethical principles
established by the revised Declaration of Helsinki. All parents or guardians provided written

informed consent followed by the children.

Hematological and biochemical data

Blood samples were collected at the time of enrollment. Hematological parameters were
evaluated using a Beckman Coulter LH 780 Hematology Analyzer (Beckman Coulter, Brea,
California, USA) and blood smears were stained with Wright’s stain and examined by light
optical microscopy. Reticulocytes were counted after staining supravitally with brilliant cresyl
blue dye. Hemoglobin patterns were confirmed by high-performance liquid chromatography
employing an HPLC/Variant-11 hemoglobin testing system (Bio-Rad, Hercules, California, USA).

Biochemical determinations, including lipid profile, total bilirubin and fractions and
lactate dehydrogenase were determined in serum samples using an automated A25 chemistry

analyzer (Biosystems S.A, Barcelona, Catalunya, Spain). C-reactive protein (CRP) and alpha-1
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antitrypsin (AAT) levels were measured using IMMAGE® Immunochemistry System (Beckman
Coulter Inc., Pasadena, California, USA). Laboratory parameters were analyzed at the Clinical
Analyses Laboratory of the College of Pharmaceutical Sciences (Universidade Federal da Bahia).
Genetic analysis

About 200uL of peripheral blood was used to extract the genomic DNA from leukocytes
using the QlAamp DNA Blood Kit (QIAGEN, USA), according to the laboratory's
recommendations. The concentration and the quality of the isolated DNA were evaluated by
NanoDrop ND-1000 (ISOGEN LIFE SCIENCE, De Meem, The Netherlands).

The TNF -308 G>A (rs1800629), IL1B +3954 C>T (rs1143634) and IL4 -590 C>T
(rs2243250) gene polymorphisms were investigated by polymerase chain reaction (PCR) and
restriction fragment length polymorphisms (RFLP) techniques. The regions of interest were
amplified by polymerase chain reaction (PCR) wusing the following primers: 5'-
CCTCCCTGCTGCTCCGA-3' and 5' -AGGCAATAGGTTTTGAGGG-3', for TNF gene; 5'-
TAAACTTGGGGAGAACATGGT-3' and 5TGGGGAAAAGATAGAGTAATA-3, for IL4
polymorphism and 5-GTTGTCATCAGACTTTGACC-3 and 5'-
TTCAGTTCATATGGACCAGA-3 for IL1B gene. The IFNG +874 T>A gene was investigated
by the allele specific PCR, using two sense primers; 5'-TTCTTACAACACAAAATCAAATCA-
3" (primer A) and 5-TTCTTACAACACAAAATCAAATCT-3' (primer T), and one antisense
common primer 5-TCAACAAAGCTGATACTCCA-3..

Cytokines level measurements

IL-1B, IL-8, IL-6, IL-12 and TNF plasma concentrations were investigated through
particle-based immunoassay using the BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Inflammation Kit (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), according to the manufacturer's
protocol. The bead population was obtained in a BD FACSArray™ bioanalyzer (BD Bioscience,
San Jose, CA, USA) and the Software FlowJo, LLC (BD Bioscience, San Jose, CA, USA) was

used to analyze the data.

Statistics analysis


https://www.snpedia.com/index.php/Rs1800629
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The statistical analysis was performed using the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) v. 20.0 software (IBM, Armonk, New York, USA) and GraphPad Prism version
6.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA). P values <0.05 were considered
significant. The ANOVA, Kruskal Wallis, y2 and Fisher Exact test were used. Multivariate
binary logistic regression analysis was performed to investigate a possible interaction of the
presence of gene polymorphism, hematological and biochemical parameters with the stroke
occurrence.

The Hardy-Weinberg Equilibrium (EHW) for each SNP was calculated by the online
program calculator at Tufts University, USA (www.tufts.edu). Those with a statistically
significant association (p <0.05), when compared to the frequencies expected for each genotype,
will be admitted as unbalanced.

RESULTS
Baseline characteristics

Baseline characteristics of SCA children with previous history of stroke and the control

group, including the mean + standard deviation (SD) of laboratory data were shown in Table 1.

Comparison of hematological and biochemical profiles between stroke and control groups

When the hematological and biochemical laboratory profiles were compared between
stroke and control group, we found that individuals with previous history of stroke had decreased
albumin (p= 0.006), uric acid (p= 0.0395) and total proteins (p= 0.0087) levels as well as
increased reticulocyte counts (p=0.0101) (Figure 1).

Genotype frequencies of polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes
An analysis of this sample’s genetic data revealed that the genotype frequencies of the
polymorphisms (Table 2) in the TNF and IL1B genes are in Hardy-Weinberg Equilibrium,

whereas in the IFNG and IL4 genes are not.

Associations between polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes and

occurrence of stroke
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All polymorphisms were investigated to test whether the inheritance of a variant allele
was associated with stroke occurrence. Our analyses revealed that the presence of the
polymorphic allele in the TNF gene was associated with the occurrence of stroke (p=0.0430).

Associations between polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes and
laboratory parameters in SCA patients

In case and control group, children with variant allele T of -590 C>T polymorphism in
IL4 gene had increased lymphocyte (p=0.0152) and platelet (p=0.0203) counts in addition to PCT
(p=0.0227), direct bilirubin (p=0.0054), IL1-B (p=0.0300), IL-8 (p=0.0167) and IL-12 (p=0.0095)
levels (Figure 2). No statistical association was found between the presence of polymorphism in
the TNF, IL1B, IFNG genes and the laboratory parameters evaluated in this study.

Associations between polymorphisms in the TNF, IL1B, IFNG and IL4 genes and
laboratory parameters in the stroke group

In children with previous history of stroke, the variant allele T of -590 C>T
polymorphism in IL4 gene had increased RDW (p=0.0105), LDL-C (p=0.0351), AST
(p=0.0292), total bilirubin (p=0.0468) and indirect bilirubin (p=0.0351) levels as well as
decreased MCV (p=0.0105) and MCH (p=0.0421) levels (Figure 3). No statistical association
was found between the presence of polymorphism in the TNF, IL-18, IFN genes and the

laboratory parameters in the stroke group.

Multivariate analysis
Our multivariate analysis model (p=0.012), adjusted for age and sex, was designed to
investigate any associations between altered genetic parameters and stroke occurrence. We found

that variant allele of TNF polymorphism was independently associated with stroke (Table 3).

DISCUSSION
Stroke is a multifactorial clinical complication and has been considered one of the most
severe clinical complications in SCA. Many studies have been performed to investigate possible

risk factors for the development of stroke in SCA. Sibling-pair studies documented a genetic
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contribution to stroke risk in SCA (DRISCOLL et al., 2003; KWIATKOWSKI et al., 2003). In
SCA patients, studies demonstrated that specific genetic modifiers may influence the
development of cerebrovascular disease (SEBASTIANI et al., 2009; VOETSCH et al., 2007).

Laboratory parameters have been investigated to identify possible risk factors for stroke in
SCA. Herein, we found a higher reticulocyte count in the stroke group in comparison to control
group, showing a significant association with the occurrence of stroke. Classical studies in SCA
stroke patients have demonstrated a significant association between reticulocyte counts and the
occurrence of stroke (ADAMS et al., 1994b, 1997). In addition, several studies have confirmed
these results (BERNAUDIN et al., 2011; PAVLAKIS et al., 2010; SILVA; GIOVANI; VIANA,
2011), indicating that high reticulocyte count is an important factor associated with
cerebrovascular disease. Prior analyses of the Cooperative Study of Sickle Cell Disease (CSSCD)
identified in a newborn cohort that elevated reticulocyte count have been associated with severe
disease and an increased risk of death or stroke (MEIER; WRIGHT; MILLER, 2014). In
response to the anemic and hemolytic state, erythropoiesis is increased; leading to reticulocytosis,
thus, reticulocyte counts is an important marker of hemolysis (QUINN et al., 2016). Also, is
known that chronic transfusion simultaneously reduces the hemolytic rate, reducing the risk of
stroke (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007; LEZCANO et al., 2006).

We also found an association between previous history of stroke and uric acid levels.
High uric acid levels have been associated with inflammasome pathway in individuals with SCA
(CERQUEIRA et al., 2011). In addition, children with previous history of stroke had low
albumin and total protein levels. Previous reports have described increased total protein and
globulin levels in individuals with SCD when compared with controls group (OZGUNES et al.,
2015; PANDEY et al., 2012). This hyperproteinemia is a result of hyperglobulinemia, which
occurs in these SCD individuals due to erythrocyte destruction during sickling crises
(MATTHEW et al., 2012).

Inflammatory responses are associated with numerous complications in SCA, which are
caused by many pathological mechanisms, such red blood cells (RBCs) microparticles (MPs)
generation (AWOJOODU et al., 2014; CONRAN; BELCHER, 2018), intravascular hemolysis
(CONRAN; BELCHER, 2018; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), NO depletion (KATO;
STEINBERG; GLADWIN, 2017), RBCs alterations and platelet activation (CONRAN;
BELCHER, 2018). Previous study has shown that inflammation is an important pathological
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process in the arteries of the Willis circle related with stroke occurrence (CHANG MILBAUER
et al., 2008). Previous genetic study have found that polymorphism in the promoter region in
TNF gene, which is a potent pro-inflammatory cytokine, was associated with risk of large vessel
stroke in SCA children (HOPPE et al., 2001, 2007). In our population, we found a significant
association between the presence of A allele and the stroke occurrence. Cytokines may play a
synergistic role in inflammatory pathways, leading to development of stroke, thus, our
multivariate analysis revealed that the polymorphism in TNF gene may be associated with stroke
occurrence. In two recent studies, the TNF (-308) A allele was reported to be associated with
increased risk of stroke (BELISARIO et al., 2015, 2016; HOPPE et al., 2001). In TNF gene,
precisely, the effect of SNP in gene expression is still inconclusive. TNF -308G>A is the most
studied polymorphism of the TNF gene, some studies have described that the TNF (—308) A
allele is a stronger transcriptional activator in vitro increasing gene expression (AL-KHOLY et
al., 2016; KROEGER; CARVILLE; ABRAHAM, 1997) while others could not attribute TNF
levels to this SNP (HUIZINGA et al., 1997; KUBOTA et al., 1998).

In our population, in case and control group, we found a higher frequency of the mutant A
allele in IFNG gene. The +874 T>A SNP have been shown different frequencies in various
healthy ethnic populations, indicating ethnic effects on this SNP functions (AL-MOHAYA et al.,
2016). Previous studies have demonstrated that the IFNG (+874) A allele is more frequent than
the T allele in several populations (ALBUQUERQUE et al., 2009; EL-BENDARY et al., 2017,
GATLIN et al., 2009; GHASEMIAN; SHAHBAZI, 2016; MAHMOUD et al., 2016; PAVLAKIS
et al., 2010). In our study, no statistical significance was found between this polymorphism and
the stroke occurrence.

IL-4 is a cytokine involved in multiple biologic functions, making difficult to study its
effects. Is well known that this cytokine have a role in the differentiation of Th2 cells, driving
host responses in parasitic infections and allergic reactions (CHIES; NARDI, 2001;
ZAMORANO; RIVAS; PEREZ-G, 2003). In SCA individuals high levels of Th2 profile
cytokines, such IL-4 and IL-10 have been documented (CHIES; NARDI, 2001). Previous study
found an increase in the Th2 cytokines levels in SCD steady state patients, but the real effect of
this inflammatory molecule in SCD pathology is poorly understood (PATHARE et al., 2004,
RAGHUPATHY et al., 2000). In our population, we found a significant association between the

presence of the SNP -590 C>T in IL4 gene and some laboratory parameters, such lymphocyte and
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platelets counts, platelecrit and direct bilirubin levels. In addition, we found higher levels of pro-
inflammatory cytokines, such IL-12, IL-1p and IL-8 in individuals with T allele, suggesting that
the presence of this SNP is associated with a pro-inflammatory state.

Regarding the stroke group, we found an association between the allele frequencies of IL4
-590 C>T and decreased mean cell volume as well as mean corpuscular hemoglobin. The RDW,
LDL-C, AST, total bilirubin and indirect bilirubin levels were higher in the patients with IL4 (-
590) T allele. In other chronic inflammatory conditions, such rheumatoid arthritis (RA), the T
allele was associated to active form of RA (PAWLIK et al., 2005), suggesting that this SNP may
contribute to the pro-inflammatory state in the disease. A previous study in patients with positive
history of stroke showed a higher frequency of the T allele in case group (WEI et al., 2017),
however, our findings were not statistically significant. In our population, we found an
association between the T allele and higher levels of Thl cytokines, indicating that this
polymorphism may modulate the pro-inflammatory state, which may contribute to the
development of stroke. The results of the association between the T allele and pro-inflammatory
cytokine measurement suggest that this polymorphism may be associated with decreased IL-4
expression. Further studies are needed to elucidate the role of the T allele in gene expression in
this population. In different populations, the relationship between polymorphism and gene
expression levels remains inconclusive, in individuals with RA carriers of the TT genotype
present significantly decreased serum IL-4 secretion (BOZZI et al., 2009; HUSSEIN et al., 2013;
TINDALL et al., 2010). Nevertheless, different studies indicate a higher expression of cytokine
in individuals with the T allele (PARK et al., 2011; TANGTEERAWATANA et al., 2007). These
differences can be justified by other genetic variables, the sample size and the ethnic differences
of each population.

Due to the reduced number of subjects, our results may be considered preliminary and
further studies with large sample sizes could be performed in order to confirm our findings. In
addition, the investigation of a genetic risk profile may complement other risk factors, such as
transcranial Doppler screening velocities, yet the relevant associations found herein will be useful
guiding further studies. The evaluation of multiple factor for early identification of at-risk SCA

children could be more effective and lead to appropriate interventions for prevention of stroke.
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CONCLUSION

In SCA, chronic inflammation is considered a main factor in stroke development, so is
relevant to analyze changes in the inflammatory profile of individuals. Our results suggest that
TNF -308 G>A polymorphism may be contributing to development of stroke in SCA population.
Likewise, we found an association between the presence of T allele in 1L4 gene and the higher
levels of pro-inflammatory cytokines, suggesting that this SNP may be increasing the
inflammatory response. The explanation for genetic impact in stroke risk may be complex, as one
should consider the ethnic interference, genetic linkages, and multifactorial characteristics of
stroke. Nonetheless the need to evaluate the multiple factors involved in this clinical
manifestation may contribute to early diagnosis and preventive therapeutic interventions,

improving patients' life quality.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Association of hematological and biochemical data with occurrence of stroke in SCA
children. Children with previous history of stroke exhibited: A) increased reticulocytes count (p-value
obtained using Mann Whitney), B) decreased total proteins levels (p-value obtained using t test), C)

albumin levels (p-value obtained using t test) and D) uric acid levels (p-value obtained using t test).

Figure 2. Associations between hematological and biochemical parameters as well as cytokines levels
and the presence of -590 C>T polymorphism in IL4 gene in patients with SCA. SCA children carriers
of the CT/TT genotype exhibited A) increased lymphocytes and B) platelets counts, in addition to C)
increased plateletcrit. These patients also exhibited D) increased direct bilirubin, E) IL-1B, F) IL-8 and G)
IL-12 levels. p-value obtained using Mann-Whitney U test.

Figure 3. Associations between hematological and biochemical parameters and the presence of -590
C>T polymorphism in IL4 gene in SCA patients with previous history of stroke. SCA children with
previous history of stroke carriers of the CT/TT genotype presented A) decreased MCV and B) MCH
levels, as well as C) increased RDW levels. Moreover, these patients also exhibited D) increased LDL-C,

E) AST, F) total bilirubin and G) indirect bilirubin levels. p-value obtained using Mann-Whitney U test.



Table 1. Baseline characteristics of SCA patients, including hematological and
biochemical data.

Stroke group Control group
N Mean+SD N Mean+SD
Gender
Female 14 17
Male 10 25
Age (Years) 24 13.29+4.5 42 14.64 + 3.7
Laboratory parameters
Hematologic
RBC, x10%/L 24 2.84 +0.52 42 3.02+0.85
Hemoglobin, g/dL 24 9.04 £1.26 42 9.11+1.80
Hematocrit, % 24 26.35 + 3.89 42 26.94 + 5.60
MCV, fL 24 93.74 £11.35 42 90.81 +10.47
MCH, pg 24 32.03 £ 4.26 42 30.79 £ 3.49
MCHC, g/dL 24 34.14 £151 42 33.92+1.04
RDW (%) 24 20.9 + 3.17 42 21.60 +4.48
Reticulocyte Count (%) 24 6.48 + 2.79 42 4.37+212
Total bilirubin, mg/dL 24 249 +1.92 42 2.89+1.77
Direct bilirubin, mg/dL 24 0.40+0.18 42 0.4+0.17
Indirect bilirubin, mg/dL 24 2.09 £1.84 42 249 +£1.72
LDH, U/L 24 1158.04 £519.04 42 1042.14 + 441.04
Leukocytes
WBC (/mL) 24 12054.58 + 3567.43 42 10716.66 + 3250.58
Neutrophil (/mL) 24 6198.29 + 244498 42 5308.09 + 2403.72
Eosinophil (/mL) 24 371.33+£309.17 42 417 £ 339.74
Lymphocyte (/mL) 24 4278.75+1611.37 42 3856.92 + 1694.02
Monocyte (/mL) 24 1020.16 £493.18 42 1007.83 +476.06
Platelets
Platelet count, x103/mL 24 392.83+133.80 42  399.16 £ 152.02
Mean platelet volume, fL 24 7.7+1.25 42 7.92£0.85
PCT (%) 24 0.30+£0.11 42 0.31+£0.13
Glucose
Glucose, mg/dL 24 80.00 £ 7.96 42 83.07£7.91
Lipid metabolismo
Total Cholesterol, mg/dL 24 135.82 +41.31 42 124,26 + 25.83
Triglycerides, mg/dL 24 129.04 +98.19 42 109.23 + 35.26
HDL-C, mg/dL 24 33.82+£12.28 42 37.04 £8.48
LDL-C, mg/dL 24 71.70 £ 20.80 42 63.19 + 22.04
VLDL-C, mg/dL 24 22.56 £12.25 42 23.66 £10.9
Liver
ALT, U/L 24 21.47 £17.73 42 19,57 £+ 14.19
AST, U/L 24 43.95 + 20.10 42 42.78 £ 18.54
Total protein, g/dL 24 8.0+£0.88 42 8.62 + 0.87

Albumin, g/dL 24 451 +0.511 42 4,91 +0.32
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Globulin, g/dL 24 3.48 + 0.66 42 3.71+0.78
Kidney

Urea nitrogen, mg/dL 24 20.35+8.14 42 17.48 £ 7.50
Creatinine, mg/dL 24 0.46 £ 0.15 42 0.51+0.19
Inflammation

IL-8, pg/mL 24 5.16 + 3.22 42 4.06 + 2.55
IL-1B, pg/mL 24 10.00 + 4.34 42 8.38 +5.49
IL-6, pg/mL 24 14.69 + 1.99 42 14.31 + 3.46
IL-10, pg/mL 24 12.18 +1.20 42 12.21+ 294
TNF, pg/mL 24 3.30 +1.47 42 3.45+1.95
IL-12, pg/mL 24 8.04 +3.71 42 10.40 + 15.64

RBC: red blood cells; MCV: mean cell volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin;
MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration; RDW: red cell distribution
width; LDH: lactate dehydrogenase; WBC: white blood cell; MPV: mean platelet
volume; PCT: plateletcrit; HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-
density lipoprotein cholesterol; VLDL-C: very low-density lipoprotein cholesterol;
AST: aspartate amino-transferase; ALT: alanine amino-transferase; IL-8: interleukin-8;
IL-1p: interleukin-1 beta; IL-6: interleukin-6; IL-10: interleukin-10; IL12: interleukin-

12, TNF: tumor necrosis factor.
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Table 2. Frequencies of polymorphisms among case and control
group.

Frequencies
Polymorphism  Genotype  Stroke group Control group

(%) (%)

TNF -308 G>A GG 65.00 (13/20)  88.10 (37/42)

GA 30.00 (6/20) 11.90 (5/42)

AA 5.00 (1/20) 0 (0/42)
IL1B +3954 cC 83.30 (15/18)  78.90 (30/38)
c>T

cT 16.70 (3/18) 21.10 (8/38)

TT 0 (0/18) 0 (0/38)
IFNG +874 TT 5.00 (1/20) 40.47 (17/42)
T>A

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)
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Table 3. Multivariable model associating polymorphisms in cytokine genes and hydroxyurea
with stroke.

% C.I. R P
Variables B S.E. Wald P OR 9% C
value Square model
Lower Upper

Model 1

Hydroxyurea 0.341 0.647 0.278 0.598 1.407 0.396 4.999
IL1B +3954 C>T . . . . : .
0.055 0.839 0.004 0.948 0.946 0.183 4.899 0486 0.012
TNF +308 G>A 1.578 0.738 4576 0.032 4.847 1.141 20.580
IFNG +874 T>A 1.612 1.254 1.652 0.199 5.015 0.429 58.616
IL4 -590 C>T 1.224 0.939 1.700 0.192 3.402 0.540 21.435

B: beta coefficient; S.E.: standard error; OR: Odds Ratio; C.I.: confidence interval.
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Figure 3
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5 DISCUSSAO

O AVC é uma manifestacdo clinica grave, de consequéncias debilitantes, comum em
individuos com AF. As bases fisiopatologicas para a ocorréncia do AVC na AF ainda
permanecem pouco elucidadas, porém, acredita-se estar associada a uma condicdo multifatorial
(SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011; SWITZER et al., 2006). No contexto da AF, o AVC esta
associado a inflamacdo cronica, a hemolise e a anemia. Diversos marcadores laboratoriais tém
sido investigados para identificar possiveis riscos de ocorréncia do AVC em individuos com AF e
estudos classicos apontam para relacdo entre a contagem elevada de reticuldcitos e eventos de
obstrucdo vascular cerebral (ADAMS et al., 1994a; BERNAUDIN et al., 2011; PAVLAKIS et
al., 2010; SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011).

No presente estudo, foi encontrada uma contagem elevada de reticulocitos em criangas
com histdria prévia de AVC, mostrando associagdo significativa com a ocorréncia do AVC. A
relacdo entre a contagem de reticuldcitos e a ocorréncia do AVC na AF ¢ descrita na literatura e
vem sendo confirmada por estudos recentes (ADAMS et al., 1994a, 1997; PAVLAKIS et al.,
2010; BERNAUDIN et al.,, 2011; SILVA; GIOVANI; VIANA, 2011). Estudos recentes
apontaram para a contagem elevada de reticulocitos como o marcador laboratorial mais
importante associado ao risco da ocorréncia do AVC (BERNAUDIN et al., 2011; SILVA;
GIOVANI; VIANA, 2011; MEIER; WRIGHT; MILLER, 2014; BELISARIO et al., 2016;).
Sabe-se que a transfusdo de hemocomponentes, protocolo de terapia atualmente é utilizado para
reduzir as chances de ocorréncia do AVC, reduz a hemdlise e, consequentemente, diminui a
chance de obstrucdo dos vasos sanguineos (KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007;
LEZCANO et al., 2006), fato que evidencia o papel do fenbmeno hemolitico nos processos vaso-
oclusivos. No presente estudo, a elevada contagem elevada de reticulécitos sugere que individuos
que ja experimentaram episodios de AVC apresentavam o quadro hemolitico mais exacerbado, o
que contribuiu para a ocorréncia dos processos inflamatorios cronicos e para o desencadeamento

da vaso-oclusao.
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Em individuos com AF € sabe-se que a polimerizagdo da HbS leva a ocorréncia da
hemdlise e da vaso-oclusdo, contribuindo para o desenvolvimento do quadro inflamatdrio
cronico. A hemolise cronica possui implicacBes patoldgicas importantes, pois a hemolise
intravascular libera hemoglobina e arginase, provocando a deplecdo dos niveis plasmaticos de
NO, contribuindo para a vaso-ocluséo e para o estado inflamatério crénico (BELISARIO et al.,
2016; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). No contexto vaso-oclusivo, o0 NO é uma
importante molécula vaso-dilatadora, e a reducdo dos niveis plasmaticos desse gas provoca
alteracdes vasculares, contribuindo para o estreitamento do vaso e, consequentemente, para a
ocorréncia do fendmeno vaso-oclusivo. Estudos epidemiolégicos anteriores comprovaram que a
hemdlise intravascular possui papel importante na disfun¢do endotelial, onde ficou evidenciado
que existe relacdo entre marcadores laboratoriais de hemolise e o risco de desenvolvimento de
manifestacdes clinicas, como hipertensdo pulmonar (GLADWIN et al., 2004), Ulcera de perna
(GRAMAGLIA et al., 2006; KATO et al., 2006), priapismo (BALDWIN et al., 2005) e AVC
(BERNAUDIN et al., 2008). Da mesma forma, a reducdo do calibre vascular, causado pela
deplecdo de NO, aumenta a ocorréncia de dano ao endotélio, contribuindo para o aumento do
processo inflamatério (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Além disso, a hemdlise
intravascular implica no aumento da contagem de reticuldcitos, em resposta a morte precoce dos
eritrocitos, resultando na reticulocitose, caracteristica na AF.

Os reticuldcitos sdo precursores dos eritrocitos que possuem maior capacidade de
aderéncia ao endotélio vascular, pois possuem em sua membrana a expressdo elevada de
moléculas de adesdo, fato que contribui para o desencadeamento de crises vaso-oclusivas
(KATO; GLADWIN; STEINBERG, 2007). A capacidade de aderéncia ao endotélio vascular,
descrita para os reticuldcitos, tem sido considerada como ligacdo entre a hemdlise e a vaso-
oclusdo na AF e explica fenbmenos inflamatorios caracteristicos da doenca, pois a adesdo de
reticulécitos ao endotélio vascular estimula processos inflamatorios (KATO; STEINBERG;
GLADWIN, 2017). Na fisiopatologia da AF, a relacdo entre hemolise e AVC ainda ndo esta bem
estabelecida, porém estudos apontam para a relagdo entre o fenbmeno hemolitico e o risco de
AVC em criancas com AF (BELISARIO et al., 2018; CONNES; VERLHAC; BERNAUDIN,
2013).

Foi encontrada uma associacgdo entre a ocorréncia do AVC e a dosagem de &cido Urico. Os

niveis de acido Urico ja foram associados com as vias de inflamassoma em individuos com AF
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(CERQUEIRA et al., 2011). Sabe-se que o acido urico € um DAMP, que se cristaliza ao ser
liberado em processos de isquemia e de lesdo celular, sendo capaz de ativar as vias do
inflamassoma (BRAGA et al., 2017). Além disso, os resultados apontam que criangas com
historico prévio de AVC tiveram dosagem reduzida de albumina e proteinas totais. Estudos
prévios mostraram o aumento nos niveis de proteinas totais e de globulinas em individuos com
AF quando comparados ao grupo controle. A hiperproteinemia é resultado da hiperglobulinemia,
a qual ocorre em individuos com AF devido ao rompimento do eritrécito em condicGes
patologicas (MATTHEW et al., 2012).

As respostas inflamatdrias estdo associadas a diversas complicagdes clinicas na AF, como
a esplenomegalia, sindrome toracica aguda, hipertensdo pulmonar, Ulcera de perna, neuropatia e
AVC (CONRAN; BELCHER, 2018). No contexto da AF, os processos inflamatorios podem
estar associados a diversos mecanismos patologicos, tais como a liberagdo de microparticulas
pelos eritrocitos (AWOJOODU et al.,, 2014; CONRAN; BELCHER, 2018), a hemolise
intravascular (CONRAN; BELCHER, 2018; KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017), a
deplecdo de NO (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017) e a ativacao plaquetaria (CONRAN;
BELCHER, 2018). No contexto inflamatdrio, durante a hemdlise intravascular, ocorre a liberacao
de moléculas que estimulam vias inflamatdrias, como DAMPs e o heme, liberados apds a
oxidacdo da hemoglobina (KATO; STEINBERG; GLADWIN, 2017). Em funcdo da disfuncéo
endotelial, moléculas de adesdo, citocinas e quimiocinas recrutam leucocitos para os sitios de
lesdo, provocando a obstrucdo vascular e, consequentemente, isquemia (FRENETTE, 2004,
OKPALA, 2006). Assim, 0 processo vaso-oclusivo, que desencadeia a obstrucdo vascular no
AVC, pode estar associado a expressao de moléculas inflamatorias, pois tais mediadores, que
podem apresentar resposta exacerbada ao dano endotelial, contribuindo para a formacdo de
agregados celulares que irdo obstruir o fluxo sanguineo cerebral (BELISARIO et al., 2018). As
alteracdes no perfil inflamatorio tém sido amplamente investigadas no contexto do AVC
isquémico, sendo que estudos apontam para a inflamagcdo como fenémeno associado a causa e
exacerbacdo do AVC (GUEDES et al., 2016; J.; J., 2003; MUIR et al., 2007).

Em outras condi¢des inflamatdrias crénicas, como a artrite reumatoide, estudos sugerem
que a inflamacdo sistémica é um fator que contribui significativamente para o desenvolvimento
do AVC (EMSLEY; TYRRELL, 2002; MARADIT-KREMERS et al., 2005; SOLOMON et al.,
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2006). Autores apontam que pacientes com artrite reumatoide tratados com terapia anti-TNF
possuem risco reduzido para desenvolver o AVC, evidenciando o papel dos processos
inflamatorios associados a obstrugcdo vascular. Sabe-se que os niveis plasmaticos das citocinas
inflamatorias variam entre individuos e que tais variacdes podem ser influenciadas por fatores
genéticos e ambientais.

As alteracbes genéticas podem ter implicacBes estruturais ou alterar os niveis de
expressao das citocinas e pode influenciar na resposta inflamatéria em condigdes patoldgicas
(SMITH; HUMPHRIES, 2009). No contexto da AF, estudos demonstraram que genes especificos
podem estar associados ao desenvolvimento do AVC, como genes relacionados a trombose, a
inflamacdo e a adesdo celular (HOPPE et al., 2004; SEBASTIANI et al., 2005; VOETSCH et al.,
2007). No presente trabalho foi encontrada associacdo significativa entre a presenca do alelo A
no gene do TNF e a ocorréncia do AVC. Hoppe e colaboradores (2001) demonstraram que 0
polimorfismo -308 G>A esta associado ao risco de AVC em criangas com AF. Devido ao caréater
multifatorial do AVC, investigou-se através de analise multivariada as possiveis variaveis que
interferem na ocorréncia desta manifestacdo clinica. O resultado mostrou que o polimorfismo no
gene do TNF esta associado a ocorréncia do AVC na populacdo estudada. Na literatura, a
associacdo do polimorfismo com o AVC aponta para resultados divergentes. Estudos apontaram
para a associacdo da presenca do alelo A no gene no TNF e a ocorréncia do AVC (BELISARIO
et al., 2015, 2016; RUBATTU et al., 2005). Em pacientes italianos, a presenca do alelo A esteve
associado ao risco elevado para o desenvolvimento de AVC isquémico (RUBATTU et al., 2005).
Estudos realizados em individuos afro-americanos e em pacientes coreanos mostrou uma
associacdo do SNP ao AVC, onde o alelo A esteve foi associado ao efeito protetor (HOPPE et al.,
2001, 2007; UM; KIM, 2004). Tais divergéncias evidenciam a necessidade de se avaliar o efeito
do SNP em diferentes populacdes, pois outras varidveis genéticas, principalmente quando
associadas a herancas étnicas, podem interferir na expressao génica. No presente trabalho, ndo foi
encontrada significancia estatistica referente a ocorréncia do polimorfismo e o aumento nos
niveis de expressdo da molécula. Embora o0 SNP no gene TNF seja um dos mais estudado, dados
referentes ao efeito do polimorfismo -308G>A na expressdao do gene ainda permanecem
inconclusivos. Estudos sugerem que o alelo A é um sitio forte de ativacdo transcricional,
aumentando, portanto, a expressdo génica (AL-KHOLY et al., 2016; KROEGER; CARVILLE;
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ABRAHAM, 1997), enquanto outros trabalhos ndo encontraram associa¢do entre a presencga do
SNP e alterag6es plasmaticas da citocina (HUIZINGA et al., 1997; KUBOTA et al., 1998).

No presente estudo, foi encontrada a frequéncia aumentada do alelo mutante no gene
IFNG. O resultado encontrado esta de acordo com a literatura, onde estudos prévios mostraram
que o alelo mutante A é mais frequente que o alelo selvagem T em outras populacoes
(ALBUQUERQUE et al.,, 2009; EL-BENDARY et al., 2017; GATLIN et al., 2009;
GHASEMIAN; SHAHBAZI, 2016; PAVLAKIS et al., 2010). Nao foi encontrada significancia
estatistica na associagdo entre a presenca do SNP no IFNG e a ocorréncia do AVC na populagéo
estudada. O efeito do SNP IFNG +874 T>A na expressao génica & controverso. Dados da
literatura sugerem o efeito funcional para o polimorfismo, indicando a expressdo elevada do
gendtipo TT, uma expressdo média no gendtipo TA e baixos niveis expressos no genotipo AA
(AL-MOHAYA et al.,, 2016; PRAVICA et al., 2000). Lee e Bae (2016) apontaram para a
associacdo do SNP ao desenvolvimento de doencgas autoimunes, porém, outros autores nédo
confirmaram esta associagdo. As divergéncias descritas na literatura podem ser explicadas pela
presenca de outras variaveis genéticas que podem causar interferéncia na expressdo génica. O
SNP no gene IFNG +874 T>A teve frequéncias diversas em diferentes populacdes, indicando que
pode haver a influéncia de efeitos étnicos na frequéncia polimorfica (AL-MOHAYA et al., 2016).

Analisando a presenca do SNP no gene da IL4, foi encontrada uma associagdo com
parametros laboratoriais, tais como contagem de linfocitos e plaguetas bem como concentracdes
de proteinas totais e bilirrubina direta. Além disso, foram descritos niveis mais elevados de
citocinas inflamatorias 1L-12, IL-1p e IL-8 em individuos portadores do alelo T, sugerindo que a
presenca do SNP pode estar associada ao aumento do estado pro-inflamatério. A IL-4 atua em
diversas funcdes bioldgicas e tem seu papel bem descrito na diferenciacdo de células do tipo Th2,
com influéncia nas respostas do hospedeiro a infecgdes parasitarias e reacGes alérgicas (CHIES;
NARDI, 2001; ZAMORANO; RIVAS; PEREZ-G, 2003). A IL-4 pode apresentar o efeito anti-
inflamatdrio, com reducdo da expressdo de moléculas pro-inflamatérias (WEI et al., 2017).

O resultado da associacdo encontrada sugere que a presenca do alelo T pode estar
associada a reducdo nos niveis de expressdo da citocina. Na fisiopatologia da AF, estudos
apontaram para niveis mais elevados de citocinas do perfil Th2 em individuos em estado estavel,
mas o efeito exato dessas citocinas na melhoria da condicdo patoldgica ainda permanece
desconhecido (PATHARE et al.,, 2004; RAGHUPATHY et al., 2000). No presente estudo,
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analisando o grupo de individuos que ja teve AVC, foi encontrada a associagdo entre a presenca
do alelo T e marcadores laboratoriais, tais como volume corpuscular médio e hemoglobina
corpuscular média, com os valores mais elevados associados aos individuos portadores do alelo
C. Observou-se a associagao entre os valores de RDW, LDL , AST , bilirrubina total e bilirrubina
indireta, com valores mais elevados em pacientes portadores do alelo T. Dados da literatura
descrevem que em individuos com artrite reumatoide, a presenca do alelo T foi mais frequente
nos individuos com a forma ativa da doenga (PAWLIK et al., 2005), sugerindo que o SNP pode
contribuir para o estado pré-inflamatdrio. Um estudo prévio mostrou frequéncia elevada do alelo
T no grupo de individuos que tiveram AVC, porém ndo foi observada significancia estatistica
(WEl etal., 2017).

Estudos futuros serdo necessarios para esclarecer o efeito do alelo T na expressédo génica
na populagdo avaliada. Em individuos com artrite reumatoide, o genoétipo TT foi associado a
reducdo dos niveis plasmaticos de IL-4 (BOZZI et al., 2009; HUSSEIN et al., 2013; TINDALL et
al., 2010). Qutros estudos, no entanto, descreveram niveis mais elevados da citocina associados a
presenca do alelo T (PARK et al., 2011; TANGTEERAWATANA et al., 2007).

Deve se considerar que alguns SNPs investigados no presente estudo, como IFNG +874
T>A e IL1B +3954 C>T sdo intrénicos e ndo interferem na sequéncia final de aminoacidos. Tais
mutacOes podem influenciar a expressao por outros mecanismos, como interferir no splicing do
pré-mRNA ou alterar a estabilidade do mRNA, alterando os niveis de transcricdo génica. Genes
de citocinas e seus receptores sdo regides altamente conservadas, em termos de sequéncia de
éxon (HOLLEGAARD; BIDWELL, 2006). Regides de intron, por outro lado, sdo sitios com
taxas elevadas de mutacgdes, tornando tais sequéncias importantes alvos para o estudo gendémico
(BRUMFIELD et al., 2003; LOMELIN; JORGENSON; RISCH, 2010). SNPs em introns tém
sido associados na literatura a diversas patologias, como cancer de mama, diabetes, artrite
reumatoide e lupus eritematoso (EASTON et al., 2007; SCOTT et al., 2007). Polimorfismos em
sequéncias regulatorias de introns podem alterar os sitios de ligacdo de fatores de transcricao,
alterando a expressdo do gene. Assim, 0s mecanismos pelos quais 0s SNPs em introns interferem
em determinadas patologias podem ser dificeis de ser elucidados, uma vez que tais mutacdes nao
interferem diretamente na sequéncia de aminoacidos. Além disso, tais SNPs podem estar ligados
a polimorfismos adjacentes, que de fato causam alteracdes na expressao génica e afetam funcgdes
metabolicas (COOPER, 2010; FLANAGAN et al., 2011).
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Desequilibrio de ligacdo (DL) é o termo utilizado na genética de populagdes para definir o
fendmeno da associacdo ndo-aleatéria de alelos em diferentes loci (SLATKIN, 2008). Esta
associagédo foi primeiramente descrita por Lewontin e Kojima, em 1960, e vem sendo utilizada
para analises de evolucdo genémica, por fornecer evidéncias sobre o passado, podendo esclarecer
mecanismos de selegéo artificial e selecdo natural (SLATKIN, 2008). O gene TNF, por exemplo,
é conhecido por estar em forte desequilibrio de ligagdo com o locus HLA (do inglés human
leukocyte antigen) (FLETCHER et al., 2011; HAJEER; HUTCHINSON, 2001; HOPPE et al.,
2004). Assim, a associacdo deste polimorfismo com o AVC pode refletir a presenca de alelos de
risco no l6cus do gene do HLA (HOPPE et al., 2001, 2004). No gene IL1B, o efeito do
polimorfismo +3954 C>T na expressdo da citocina ainda ndo foi completamente elucidado,
porém dados sugerem que esse SNP pode estar atuando como marcador funcional de outra
mutacdo, como o SNP -31 T>C, a qual, de fato teria efeitos significativos na expressdo da
molécula (SMITH; HUMPHRIES, 2009). Assim, a analise do polimorfismo associado a SNPs
adjacentes pode oferecer resultados mais conclusivos a cerca da interferéncia de tais mutacdes na
expressdo génica. No gene IL4, estudos anteriores mostraram que o efeito do SNP -590 C>T
pode ser mascarado pela presenca de outros fatores de risco presentes na regido 5q31-33, estando
em DL (QIU et al., 2015). Além disso, deve-se analisar que as moléculas inflamatdrias que
podem contribuir para a ocorréncia do AVC atuam de forma sinéergica, portanto, o efeito
individual do polimorfismo pode ser moderado.

Devido ao nimero limitado de individuos, os resultados obtidos no presente estudo
possuem efeito preliminar e investigacfes futuras envolvendo nimero amostral maior devem ser
realizadas a fim de se confirmar tais achados. A investigacdo de fatores genéticos de risco pode
ser complementada com outros fatores de risco, como as velocidades das artérias cerebrais que
sdo medidas pelo doppler transcraniano; no entanto, as associacfes relevantes descritas no
presente estudo serdo Uteis para orientar novos achados associados aos pacientes com AF e AVC.
A avaliacdo de multiplos fatores para identificacdo precoce do risco de AVC em criancas com AF

pode ser mais eficaz e levar a intervencGes apropriadas para a prevencao do AVC.



60

6 CONCLUSOES

e Em individuos com HbSS com historico prévio de AVC existem alteracdes nos
pardmetros laboratoriais, tais como a contagem de reticuldcitos, a dosagem de proteinas
totais, albumina e &cido Urico;

e O polimorfismo -308 G>A no gene TNF esteve associado a ocorréncia do AVC,
sugerindo que este pode vir a ser utilizado como preditor do AVC nos individuos HbSS;

e A presenca dos SNPs nos genes IFNG +874 T>A e IL-1B +3954 C>T ndo esteve
associada a ocorréncia do AVC;

e O alelo variante do polimorfismo IFNG +874 T>A foi mais frequente que o alelo
selvagem, mostrando que a populacédo estudada apresenta frequéncia alélica atipica;

e O polimorfismo no gene IL4 esteve associado a alteragdes em parametros laboratoriais,
como os valores de RDW, LDL, AST, bilirrubina total e bilirrubina indireta. A presenca
do alelo T esteve associada a niveis elevados de citocinas, como IL-8, IL-1p e IL-12,
indicando que a presenca da mutacdo pode estar contribuindo para o aumento do estado
pro-inflamatorio. Mais estudos sdo necessarios para se elucidar os mecanismos que

explicam tais associacdes.
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Abstract

This study investigated the effects of hydroxyurea (HU) on hematological, biochemical and
inflammatory parameters in children with sickle cell anemia (SCA) in association with S
haplotype and a-thalassemia. We included 22 children with SCA who were followed for an
average of 14.5 months. Laboratory parameters were assessed by electronic methods, and
molecular analysis was investigated by PCR-RFLP and allele-specific PCR. Results
showed significant increases in hemoglobin, HbF, hematocrit, MCV, MCH, glucose, HDL-C
and albumin levels, as well as significant decreases in MCHC and AST levels, WBC, neutro-
phils, eosinophils, lymphocytes and reticulocytes, in children during HU therapy. HbF levels
were positively correlated with hemoglobin, hematocrit, MCV and total protein, yet nega-
tively correlated with MCHC, RDW, AAT and AST during HU therapy (p<0.05). Children
who carried the Central African Republic haplotype, in response to HU therapy, presented
significant increases in hemoglobin, hematocrit, triglycerides and uric acid levels, as well as
significant decreases in MCHC, AST and direct bilirubin levels, WBC, neutrophils, eosino-
phils, lymphocytes and reticulocytes. Those with the Benin haplotype presented increases
in HbF and albumin levels, and a reduction in platelet counts (p<0.05). Children with a-thal-
assemia presented decreased ALT during HU use, while those without this deletion pre-
sented increases in hemoglobin, hematocrit, MCV, MCH, HDL-C and albumin, as well as
decreases in MCHC, neutrophils, lymphocytes, reticulocytes and AST (p<0.05). Hence,
regardiess of its use in association with 8 haplotypes or a-thalassemia, HU seems to be
linked to alterations in hemolytic, inflammatory, hepatic, lipid and glycemic profiles.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0218040 July 15,2019
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Serum haptoglobin and hemopexin levels are depleted in pediatric sickle cell disease patients

ARTICLEINFO

Editor: Mohandas Narla

To the Editor:

Anemia, hemolysis and vaso-occlusion are the hallmarks of sickle
cell disease (SCD). The release of hemoglobin (Hb) and heme into the
intravascular milieu can promote inflammatory responses including
vasculopathy, leukocyte, platelet and endothelial cell activation,
thrombosis, and even renal injury [1]. Nature defends the vasculature
from hemoglobin/heme by plasma haptoglobin and hemopexin, which
tightly bind free hemoglobin and heme, respectively. Haptoglobin-he-
moglobin and hemopexin-heme complexes bind to CD163 and CD91

Table 1

Association of laboratory parameters in SS and SC patients and AA individuals.

receptors found primarily on macrophages and hepatocytes respec-
tively, and are taken up by receptor-mediated endocytosis [2]. While it
is generally accepted that haptoglobin and hemopexin are depleted in
SCD patients [3], we found a limited number of publications that have
reported human plasma haptoglobin levels in SCD patients [4-11] and
only two papers from 1968 and 1971 that have reported human plasma
hemopexin levels in SCD patients, albeit in limited numbers [5, 7]. We
found no papers that compared hemopexin levels in SS, SC and AA
children. In this letter, we examined serum haptoglobin and hemopexin
levels and biomarkers of hemolysis in SS, SC and AA children in Brazil.

75

SS patients N = 179 SC patients N = 93 AA individuals N = 28 p value Dunn’s multiple comparisons test

Mean + SE Mean + SE Mean * SE SS vs SC SS vs AA SC vs AA
Gender, % female 39.88 54.63 51.72
Age, years 9.77 + 0.52 10.70 + 0.93 8.82 *+ 0.66
Hemolysis markers
RBC, 10°/mL 273 * 0.03 4.34 + 0.05 471 * 0.34 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.290
Hemoglobin, g/dL 8.46 + 0.09 11.45 * 0.10 12.81 * 0.17 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.029
Reticulocytes, % 7.28 + 0.17 3.95 + 0.18 0.84 + 0.04 < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001
Reticulocytes, 10*/mL 19.94 + 0.56 17.44 *+ 0.89 3.97 *+ 0.22 < 0.001 0.0122 < 0.001 < 0.001
Total bilirubin, mg/dL 2.30 * 0.08 1.01 * 0.05 0.49 + 0.03 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.006
Indirect bilirubin, mg/dL 1.75 + 0.07 0.70 * 0.04 0.25 *+ 0.02 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.003
LDH, U/L 1231.00 * 36.70 587.00 * 20.13 426.30 + 16.40 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.075
Hemopexin, pg/mL 251.70 * 17.36 815.70 *+ 42.02 2077.00 + 124.20 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.002
Haptoglobin, pg/mL 49.15 + 3.47 60.14 + 6.30 493.70 + 63.30 < 0.001 0.898 < 0.001 < 0.001
Total heme, pM 80.67 * 496 38.06 + 1. 46.45 * 4.11 < 0.001 < 0.001 0.002 0.472
Leukocytes
WBC, 10%/mL 13.00 * 0.32 8.58 + 0.28 7.43 + 0.51 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.436
Platelets
Platelets, 10°/mL 418.6 + 10.86 274.80 + 11.42 314.70 = 13.13 < 0.001 < 0.001 0.002 0.344
Lipid metabolism
Total cholesterol, mg/dL 123.60 *+ 1.78 136.20 + 2.92 163.70 = 7.21 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.002
HDL-C, mg/dL 3225 * 0.65 40.18 + 0.97 49.96 + 2.58 < 0.001 < 0.001 < 0.001 0.016
LDL-C, mg/dL 7293 * 141 79.10 + 2.26 95.96 + 6.72 < 0.001 0.070 < 0.001 0.070
VLDL-C, mg/dL 17.26 + 0.52 15.29 + 0.63 16.71 * 1.34 0.048 0.043 0.999 0.821
Inflammation
CRP, mg/L 5.47 * 0.33 3.51 + 0.32 1.28 + 0.12 = 0.001 < 0.001 =< 0.001 < 0.001

SE: Standard error; RBC: Red blood cells; LDH: Lactate dehydrogenase; WBC: White blood cells; HDL-C: High-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: Low-density
lipoprotein cholesterol; VLDL-C: Very low-density lipoprotein cholesterol; CRP: C-reactive protein. p value obtained using the Kruskal-Wallis test. Comparisons
between groups were obtained using Dunn's multiple comparisons test.

https://doi.org/10.1016/j.bcmd.2018.07.002
Received 22 June 2018; Received in revised form 12 July 2018; Accepted 13 July 2018
1079-9796/ © 2018 Published by Elsevier Inc.
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Background. The nonracial leukopenia may be a result of exposure to polycydic derivatives (benzene-toluene-xylene (BTX)) and
may arise from a possible change in the bone marrow microenvironment. The present study sought to evaluate the association
of genetic polymorphisms in xenobiotic-metabolizing enzymes with hematological and biochemical profiles. Methods. We
evaluated 89 African descendant children, exposed indirectly to benzene derivatives. Laboratory parameters were investigated by
automated methods and genetic polymorphisms by PCR-RFLP and PCR multiplex. Results. Children with leukopenia had
significantly decreased white blood cells (WBCs) and platelet counts, which is not consistent with benign leukopenia. In the
same group, we have found that carriers of the CYP2EI variant allele had decreased WBC and lymphocytes. Those with NQOI
variant allele had decreased WBC, neutrophil, eosinophil, monocyte, and lymphocyte counts. Carriers of the MPO variant allele
had decreased WBC, neutrophil, eosinophil, basophil, monocyte, lymphocyte, and platelet counts and an elevated free iron level.
Children with GSTT and GSTM null exhibited decreased WBC, neutrophil, basophil, and lymphocyte counts. Our multivariate
analysis model reveals that females were independently associated with leukopenia. Conclusion. Our results suggest that the
polymorphisms investigated were associated with hematological changes in the studied population. These alterations could be
heightened by exposure to benzene derivatives.

1. Introduction

Xenobiotic compounds are classified as any foreign chemical
substance inside the biological system. Most xenobiotics that
the humans are exposed come from environmental pollution,
food additives, cosmetics, agricultural products, toxic agents,
and drugs. Usually xenobiotics are lipophilic, and if they do
not undergo regular metabolism, they can be potentially
harmful to exposed humans. Under physiological condi-
tions, humans exhibit mechanisms responsible for enzymatic

metabolism or biotransformation of xenobiotics. This
involves the biotransformation based on phase I and phase
II reactions. During the first phase, the oxidation and
reduction of hydrophobic chemicals occur, while in the sec-
ond phase the conjugation reactions (acetylation, methyla-
tion, and glucuronidation) take place in order to remove
the byproducts from the human organism as urine or sweat
[1, 2].

Human exposure to refining and petroleum refinery pro-
cess derivatives can happen indirectly in the environment.
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Abstract

Background: Sickle cell anemia (SCA) patients exhibit sub-phenotypes associated to hemolysis and vaso-occlusion.
The disease has a chronic inflammatory nature that has been also associated to alterations in the lipid profile. This
study aims to analyze hematological and biochemical parameters to provide knowledge about the SCA sub-phenotypes
previously described and suggest a dyslipidemic sub-phenotype.

Methods: A cross-sectional study was conducted from 2013 to 2014, and 99 SCA patients in steady state were enrolled.
We assessed correlations and assodiations with hematological and biochemical data and investigated the co-inheritance
of -a*"*®-thalassemia (-o>"*"-thal). Corelation analyses were performed using Spearman and Pearson coefficient. The
median of quantitative variables between two groups was compared using t-test and Mann-Whitney. P-values <0.05
were considered statistically significant.

Results: We found significant association of high lactate dehydrogenase levels with decreased red blood cell count
and hematocrit as well as high levels of total and indirect bilirubin. SCA patients with low nitric oxide metabolites had
high total cholesterol, high-density lipoprotein cholesterol, and low-density lipoprotein cholesterol and reduced very
low-density cholesterol, triglycerides, direct bilirubin level and reticulocyte counts. In SCA patients with

high-density lipoprotein cholesterol greater than 40 mg/dL, we observed increased red blood cell count, hemoglobin,
hematocrit, and fetal hemoglobin and decreased nitric oxide metabolites levels. The presence of -a*"*-thal was
associated with high red blood cell count and low mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, platelet
count and total and indirect bilirubin levels.

Conclusions: Our results provide additional information about the association between biomarkers and
co-inheritance of -0 -thal in SCA, and suggest the role of dyslipidemia and nitric oxide metabolites in the
characterization of this sub-phenotype.

Keywords: Sub-phenotype, Sickle cell anemia, Dyslipidemia, o-thalassemia
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Reference values for cerebral blood flow velocity (CBFV) in hemoglobin SC disease (HbSC) have not been established. We aimed to
investigate associations between laboratory and genetic biomarkers associated with CBFV in HbSC children. Sixty-eight HbSC
children were included; CBFV was analyzed by transcranial Doppler, and the time-averaged maximum mean velocity
(TAMMYV) was estimated. Hematological, biochemical, immunological, and genetic analyses were performed. TAMMYV was
negatively correlated with red blood cell count (RBC) count, hemoglobin, hematocrit, and direct bilirubin (DB), yet positively
correlated with monocytes and ferritin. We found that children with TAMMYV >128cm/s had decreased red blood cell
distribution width (RDW) and nitric oxide metabolite (NOx) concentration. Children with TAMMYV >143.50 cm/s had
decreased hemoglobin and hematocrit, as well as increased ferritin levels. Decreased hemoglobin, hematocrit, RDW, and NOx
and increased ferritin were detected in children with TAMMYV >125.75 cm/s. The CAR haplotype was associated with higher
TAMMYV. In association analyses, RBC, hemoglobin, hematocrit, RDW, monocyte, DB, NOx, and ferritin, as well as the CAR
haplotype, were found to be associated with higher TAMMYV in HbSC children. Multivariate analysis suggested that high
TAMMYV was independently associated with hematocrit, RDW, and NOx. Additional studies are warranted to validate the
establishment of a cutoff value of 125.75 cm/s associated with elevated TAMMYV in HbSC children.

1. Introduction HbS-B° thalassemia, another severe form of SCD, the beta

allele S is present in association with the absence of
Sickle cell disease (SCD) is characterized by the presence synthesis of the 8 gene on the second chromosome. In
of hemoglobin S (HbS). The HbSS genotype, in which hemoglobin SC disease (HbSC), there is an association of
the beta allele S (%) is homozygous, is known as sickle ~ HbS with another hemoglobin variant, HbC (8), that
cell anemia (SCA), the most severe type of SCD. In results in a typically milder form of SCD [1].
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Inflammatory mediators in sickle cell anaemia
highlight the difference between steady state and crisis in

paediatric patients

Sickle cell anaemia (SCA) is a chronic inflammatory disease
with a complex mechanism of pathogenesis. The rheological
phenomenon of SCA has been directly associated with the
activation of sickle red blood cells, reticulocytes, leucocytes,
platelets and endothelial cells, with the expression of several
molecules secondarily expressed in this inflammatory envi-
ronment and on the surface of these cells (Ware et al, 2017).

Although inflammatory mediators have been studied
among SCA patients, the immunological and inflammatory
mechanisms associated with the disease pathogenesis,
endothelial activation and dysfunction, and repair mecha-
nisms, as well as their roles as biomarkers of the crisis and
steady states, remain unclear.

Considering the complex network of mechanisms involved
in SCA pathogenesis, we investigated systemic levels of
cytokines, including tumour necrosis factor-alpha (TNF-o.);
interleukin (IL) 1B, IL6, IL8, IL10, and IL12; and transform-
ing growth factor beta (TGF-B). We also investigated inflam-
matory mediators, such as prostaglandin E2 (PGE,),
leukotriene B4 (LTB,) and the vascular remodelling modula-
tors matrix metalloproteinase-9 (MMP9) and its inhibitor,
tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1), and free
haem levels. To test the hypothesis that systemic levels of
these molecules can be associated with steady and crisis states
in SCA patients, we investigated the haematological and bio-
chemical markers of oxidative stress, haemolysis and inflam-
mation to identify biomarkers of prognosis, establishing risk
factors for each phase of the disease.

We evaluated haematological, biochemical and immuno-
logical parameters in 101 stable SCA patients, 23 SCA
patients in vaso-occlusive crisis (crisis state) and 146 healthy
control individuals.

The human subject research board of the Instituto
Gongalo Moniz- Fundagao Oswaldo Cruz (IGM-FIOCRUZ)
and the Hospital da Crianca das Obras Sociais Irma Dulce
(HCOSID) approved this study, with protocol number

© 2017 British Society for Haematology and John Wiley & Sons Ltd
British Journal of Haematology, 2018, 182, 909-943

0016.0.225.000-09. Each child’s guardian signed the consent
form, and the study followed the Brazilian standards for the
development of research on humans. The present work is in
accordance with the Helsinki Declaration of 1975 and its
revision. More information is available in Data S1.

All analyses were performed using the EPI Info™ 6.04
(CDC, Atlanta, Georgia, USA) and Graphpad Prism 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) software,
considering P values <0-05 significant. Baseline values of
selected variables are expressed as means. The Kolmogorov—
Smirnov test was used to determine quantitative variable dis-
tribution. The Mann-Whitney test and independent t-test
were used to compare two numerical variables according to
distribution. Additionally, the receiver operator characteris-
tics (ROC) curve and C-statistics analyses were performed to
estimate the predicted disease severity for acute and chronic
events using data from each candidate SCA biomarker.

Characteristics of the SCA patient groups and the healthy
control group are described in Tables S1 and S2. As
expected, the crisis state SCA patients had the lowest haema-
tological and chemical marker concentrations. Our results
show that LTB,, PGE, and TGF-B were increased in steady
state SCA patients. In addition, higher concentrations of
haem, TIMP1, and MMP9 were increased in both patient
groups (steady and crisis state) (Fig 1A-G).

The inflammatory cytokines IL1f, IL6, IL10 and TNF-o
were increased in SCA patients in crisis state, and IL12 and
IL8 were increased in both crisis and steady state SCA
patients (Fig 2A-G).

The ROC curve showed a predictive power and demon-
strates that LTB,, TGF-B and PGE, serve as markers of
steady state SCA, whereas TNF-o, IL1B and IL10 serve as
markers of crisis state SCA (Figure S1).

Inflammation is a complex mechanism modulated by sev-
eral cell types as well as many different molecules. In this
context, the inflammatory response in SCA is driven by a
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Background: Leptin is a protein with regulatory role in several body systems such as the immune system, and en-
Received 21 December 2015 ergy balance. Given that patients with sickle cell disease (SCD) have changes in cellular immunity and lipid me-
Revised 6 September 2016 tabolism, it is important to conduct research aimed understand the role of leptin in the pathophysiology of SCD.

Accepted 3 October 2016

x 2 Results: We studied 103 patients with SCD from Northeast of Brazil in a case-control study. The investigation of
Available online 05 October 2016

the leptin —2548 G > A polymorphism in SCD individuals shows the frequency of 60.20% (62/103) for the wild
genotype (GG); 34.95% (36/103) for the heterozygous genotype (AG) and 4.85% (5/103) for the variant homozy-

gimoggﬁ diseass gote genotype (AA). In the healthy volunteers group the polymorphism investigation indicated the frequency of
Leptin 58.24% (53/91) for the wild genotype (GG); 37.36% (34/91) for the heterozygous genotype (AG) and 4.40% (4/
TGF-p 91) for the variant homozygote genotype (AA). The AA genotype was associated with increased levels of very-

low-density lipoprotein cholesterol (VLDL-C) and triglycerides among SCD patients. Furthermore, the presence
of allele A was associated with the highest levels of transforming growth factor beta (TGF-3) in SCD patients.
Conclusion: The results suggest that the presence of the variant allele may influence the disturbances in lipid me-
tabolism and serum levels of TGF-f> described in SCD patients.

Gene polymorphism

© 2016 Published by Elsevier B.V.

1. Introduction

Sickle cell disease (SCD) designates a group of diseases that has in
common the presence of the beta S allele (3°) that can be found in ho-
mozygous state called sickle cell anemia (SCA) or in heterozygous
paired with other alleles from variants hemoglobin. The hemoglobin S
(HbS) is a variant hemoglobin resulting from GAG — GTG point muta-
tion in the sixth codon of the beta globin gene (HBB) where valine re-
places glutamic acid on the beta polypeptide chain (Silla, 1999;
Steinberg, 2009). Clinical symptoms associated with the SCD are hetero-
geneous, with the presence of severe hemolytic anemia, pain crises,
vaso-occlusive events, high susceptibility of infection, pulmonary hy-
pertension, priapism, leg ulcers, and stroke among other clinical events
(Ghosh et al.,, 2014).

Inflammation on SCD is also driven by several cytokines, such as
transforming grow factors-beta (TGF-f3), which are a pleiotropic

* Corresponding author at: Centro de Pesquisas Gongalo Moniz/FIOCRUZ, Rua
Waldemar Falcao 121. Brotas, CEP: 40.295-001 Salvador, Bahia, Brazil.
E-mail address: mari@bahia.fiocruz.br (M.S. Goncalves).

http://dx.doi.org/10.1016/j.mgene.2016.10.001
2214-5400/© 2016 Published by Elsevier B.V.

cytokine family that can acts in both pro-inflammatory and anti-inflam-
matory pathways. Episodes of pain, occurrence of infection, stroke, leg
ulcers, priapism, acute chest syndrome, pulmonary hypertension and
renal failure are important clinical manifestations, being associated
with higher levels of TGF-3 (Nolan et al., 2006; Pereira et al., 2014).
Lipids are also involved on the inflammatory milieu of SCD, and dyslip-
idemia has been described among SCD patients. Alterations in plasma
cholesterol concentrations were reported in SCD, and studies demon-
strated the association between decreased levels of high-density lipo-
protein cholesterol (HDL-C) and increased levels of very-low-density
lipoprotein cholesterol (VLDL-C) and triglycerides as biomarkers related
to inflammation among this patient group (Seixas et al., 2010; Zorca et
al, 2010).

Leptin is a peptide hormone secreted by adipocytes, formed by 167
amino acids, has a molecular weight of 16 kDa, transcribed from the
ob gene in mice, and serves as an integral component in the physiolog-
ical system, regulating the storage, balance and the use of energy by the
body (Negrao and Licinio, 2000). Studies suggest that leptin also has the
role of modulating the immune response, acting on inflammatory pro-
cesses and immune-mediated pathologies.
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B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PARA MENORES DE 18 ANOS

Vocé estd sendo convidado a consentir com a participagdo do  menor
no estudo

chamado: “Alfa-1-Antitripsina e Anemia Falciforme: Avaliacdo Genética, Protedbmica e de
Mecanismos Associados a Inflamacdo e a Homeostase Sanguinea ”, uma vez que oficialmente é o
seu representante legal.

A participacdo do menor é totalmente voluntaria e a sua permissdo para a sua participacdo no
estudo pode ser retirada a qualquer momento, néo resultando em punicdes.

A anemia falciforme é uma doenca genetica muito comum na populagédo de Salvador, sendo que
o individuo doente apresenta crise de dor decorrente da oclusdo das veias pelas células vermelhas
que possuem o formato de foice, podendo também possuir infeccdo e outros tipos de alteragdes
clinicas tais como alteracao nos olhos, rins, coracéo, pulmao 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 coracdo, 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-oclusao.

Tendo em vista 0S motivos apresentados, convidamos 0

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 informacgdes do prontuario serdo do conhecimento somente dos
pesquisadores envolvidos na pesquisa. Desta forma, a sua identidade serd mantida em segredo e
nenhum outro grupo terad acesso as informacdes coletadas, tais como seguradoras, empregadores

ou superiores, de acordo com a resolucdo Res. CNS 340/2004, item V.1.e.
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A permissdo para que o 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 os aspectos éticos determinados nas resolucdes
466/12 e 347/05 do Conselho Nacional de Salde, 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 formacdo de hematomas, sangramento e dor. Entretanto, a coleta de sangue sera realizada
por pessoal habilitado e especializado, visando diminuir estes riscos. A realizacdo de coletas
adicionais dependerd do médico e estara relacionada, simplesmente, ao acompanhamento clinico
e avaliacdo periodica do menor.

A participagdo do menor no estudo néo trara beneficios diretos, mas possibilitar a realizagéo de
exames que ndo sdo realizados na rotina, podendo trazer informacgdes importantes referentes a
anemia falciforme, proporcionando a obtencdo de dados que poderéo ser utilizados futuramente
no acompanhamento dos pacientes, na busca de novos medicamentos e na implantacdo de

politicas de saude.

Vocé teve todas as explicacbes 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 davida, vocé pode procurar a Dra. Marilda de Souza Gongalves na FIOCRUZ
(telefone: 3176-2226), ou a aluna Caroline Conceicdo da Guarda (telefone: 3176-2256).



C - QUESTIONARIO

Projeto: Alfa 1-antitripsina e Anemia Falciforme: Avaliacio molecular e proteomica
de mecanismos associados a inflamacio e a homeostase sanguinea

QUESTIONARIO PARA PACIENTES E CONTROLES

Nome: {NOME} Sigla: {sig} Telefone: ()
Enderego:
Registro: {REG} N° Pront. HEMOBA: {PRON} DatadeNasc..  / /
Idade: {1} Género: {GENER} () Masculino [0] () Feminino [1]
01.  Qual a sua cor? {cor} () Brancafo] () Negra[1] ( ) Parda[2] () Amarela[3] () Indigena[4]
02.  Vocé estuda? {EST} () NAO[o] () SIM[1]
03.  Nivel de escolaridade: {NESC} () Alfabetiz.[0] () Até4FM[1] () At 8FM[2] () Até3MD[3]
04.  Numero de irmios: {NTRM} () 0fo] () 1[0] () 202 ) 3[3] () 4dou+[4]
05.  Familiares com DF? {FDFALC} () Nenhumfo] () Pai[1] () Mie[2] () Irméo [3]
06.  Idade primeira menstruacdo: {IPM} () Nao menst.[0] ) 09-11[17 () 12-14[71 ) 15-17[3]
07.  Jaengravidou? {ENGRA} () NAOI0] () SIM[1]
08.  Esta gravida? {GRA} () NAO[0] () SIM [1]
09.  Usa anticoncepcional? {ANTICO} () NAOJ0] () SIMI1]
10.  Menstruacdo ¢ regular? {MREG} () NAO[0] () SIM [1]
11.  Idade do 1° diagnostico de Doenca () <6m][o0] () 6m-4anos [1] () 5-9anos[2]
Falciforme: {ID} () 10-14anos [3] () 15-17anos [4]
12.  Eletroforese de Hb {EHB} () AA[0] () SS[1] () scr () SBH3] () SBy[4]
() SDIs]
13.  Haplétipo {HAPL} () Senfo] () Car1] ( ) Ben[2] () Cam[3] () Sau-Ara[4]
() Atp[s] ) Iel ) mom () I
14.  Talassemia {TAL} () Negativo[0] () Hetero3.7[1] () Homo 3.7[2]
() Hetero 4.2[3] () Homo 4.2[4]
Mieloperoxidase {MPO} () Gaglo] () AG[1] () AAJ2]
Alelo mutante Mieloperoxidase ? {MUTMPO} () NAO[0] () SIM [1]
Alfa 1 antitripsina {A1ATP} () MMJo] ) MZ[1] ) MS[2]
() sZ3)] ) SS[4] ) ZZp5]
15. Jaesteve internado? {INTER} () NAOJ[0] ) SIM [1]
Se SIM. quantas vezes? {QINTER} () 1[0 () 2501 () 6-10[2] () 1lou+[3]



(]

(58]

Qual especialidade? {ESPEC} () Cardiologia [0] () Oftalmologia [1] () Neurologia [2]
() Infectologia [3] () Pneumologia [4] () Cirurgia [5]
() Angiologia [6] () Nefrologia [7] () Clinica da Dor |
() Outras [9]
T4 teve pneumonia? {PNEU} () NAOI0] () SIMI1]
Se SIM., quantas vezes? {QPNEU} () 170] () 2-3[1] () 4-6[2] () TJou+[:
Se SIM. teve febre? {FEBRE} () NAOJ0] () SIMI1]
Anormalidade no RX? {ARX} () NAOJ0] () SIM[1]
Quando internado. usou medicacdo? {(MPNEU} () NAO[q () SIM[]
Quais? {DESCMPNEU}
Teve ou tem esplenomegalia? {ESPLE} () NAO[0] () SIMJ1]
Em que periodo? {PERIOESPLE} ( )<6m[o]( )ém-lano[1]( )2-3a[2]( )4-5a[3]( )=>6al[4]
Teve crise de seqilestro esplénico? {SEQESPLE} () NAO[0] () SIM[1]
Se SIM. quantas vezes? {QSEQESPLE}
Faz uso profilatico de Penicilina? {PROP} () NAO[0] () SIMI1]
Se SIM. qual? {QPEN} () Penicilina V oral [0] () Penicilina benzatina [1]
Se Sim, ha quanto tempo? {QTPEN} () atélano[0] () +delanoas3anos[1]
() +3anosasanos[2] () +5anosa7 anos [3]
() +de7anos[4]
Jd teve AVC? {AVC} () NAOI0] () SIM[1]
Se SIM. quantas vezes? {QAVC} () 170 () 201 () 321 () 4ou+[3]
Se SIM. seqiielas do AVC? {SEQAVC} () NAO[0] () SIM[1]
T4 fez ressonancia magnética? {RESSOMAG} () NAOJ0] () SIMI[I]
Alguma alteragdo? {ALTRESSOMAG} () NAOI[0] () SIM[1]
Esplectomizado? {ESPLECTO} () NAOI[0] () SIMII]
Esplenectomia: {TIPOESPLECTO} () Total [0] () Parcial [1]
Apresenta asma? {ASMA} () NAOJ[0] () SIMI[1]
Se SIM. quantas crises nos filtimos 06 meses? {QASMA} () 001 () 1-3[1] () 4-712] () 8ou+
Faz uso regular de nebulizacao? {NEBU} () [0]NAO () SIM[1]
Tem crises de dor? {CRISDOR} () [0]NAO () SIM[1]
Se SIM. quantas crises nos filtimos 06 meses? {QCRISDOR} () o[o () 1-3[1] () 4721 () 8out
Quando foi a tltima crise? {ULTCRISDOR} () <Ilmés[o] () I1-3m[1] () 4mout[2]
Usa medicac#o para a dor? {MDOR} () NAOI0) () SIMI1]
Prescrita por um médico? {PRESMDOR} () NAOTJ0 () SIMI[1]
Assistido por especialista em dor? {ESPECDOR} () NAOI0 () SIMI[1]
Faz wratamento com hidroxiuréia? {HIDROXI} () NAOJo] () SIM[1]
Faz uso de alguma medicacio? {MEDIC} () NAOJo] () SIM[1]

Se SIM. qual? {DESCMEDIC}

Com que freqiiéncia? {FREQMEDIC} () Diario [0]

() Quinzenal[3] ( ) Mensal [4] ( ) Bimestral[5] (

() Dias alternados[1]

() Semanal[2]

) Semestral [6]
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Vaso-Ocusdo: {VO} () NAO[o] () SIMI[1] Quantas vezes? {QVO}
Fez uso de alguma medicagdo? {MVO} () NAOI[0 () SIMI[1]
Retinopatia: {RETIN} () NAo[ () SIM[2]
Se SIM. fez uso de alguma medicagdo? {MRETIN} () NAOJ0] () SIM[1]
Faz consultas periédicas com oftalmo? {CONSOFTAL} () NAOJ[0 () SIMI[1]
Infeccdes: {INFEC} () NAO[0] () SIM[1]
Quais? {DESCINFEC} () Runite [0] () Sinusite [1] () oOtite[2]

() Faringite [3] () Amigdalite [4] () Outros [5]
Fez uso de alguma medicagdo? {MINFEC} () SIMI0] () NAO1]
Priapismo: {PRIAP} () NAO[0] () SIMI1]
N° de vezes: {QPRIAP} () Até4]0] () 05-091[1] () I10ou+[2]
Fez uso de alguma medicagdo? {MPRIAP} () NAO[0] () SIMI1]
Ulcera maleolar; {ULCMALEO} () NAOI[0] () SIMI[1] Quantas vezes? {QULCMALEOQ}
Idade da primeira tilcera: {IDULC} () Até4anos [0] () 59 () 10ou+[2]
Tratou a tlcera? {TRATULC} () NAO[o] () SIM[1]
Qual tratamento? {QUALTRAT}
Sindrome toraxica aguda: {SDTOR} () NAOJ0 () SIM [1]
Quantas vezes? {QSDTOR} () Até 2 [0] () 03-05[1] () 06ou+[2]
Alteracoes 0sseas: {ALTOSSEA} () NAO[0] () SIMJ1]
Quais? {DESCALTOSSEA}
Insuficiencia Renal Aguda: {INSRENAG) () NAO[o] () SIMJ[1]
Quantas vezes? {QINSRENAG} () Até2[o] () 03-05[1] () 06ou+]2]
Insuficiéncia Renal Cronica: {INSRENCRO} () NAO[0] () SIM[1]
Idade diagnostico: {IDINSRENCRO} () Até5anos [0] () 06-11[1] () 12ou+([2]
Alteracdes cardiacas: {INSCARD} () NAO[0] () SIM[1]
Qual altera¢do? {QUALALTCA}
Idade diagnostico: {IDINSCARD} () Até5anos [0] () 06-1171] () 12ou+[2]
Fez eletrocardiograma? {ELETRO} () NAO[0] () SIMI1]
Fez ecocardiograma? {ECOCARD} () NAO[0] () SIMI1]
Seqiiestro hepdtico: {SEQHEP} () NAO[0] () SIMI1] Quantas vezes? {QSEQHEP} -
Insuficiéncia respiratoria: {INSRESP} () NAOJ[0] () SIM[1 Quantas vezes? {QINSRESP}
Disttirbio do sono? {DISTSONO} () NAO[0] () SIM[1]
Litiase biliar: {LITIBILI} () NAOJ[0 () SIM[1] Quantas vezes? {QLITIBILI} -
Cirurgia: {CIRURG} () NAO[0] () SIM[1]
Quais? {QUALCIRURG}
Se SIM. fez uso de profilaxia antibidtica? {PROFANTIB} () NAO[0] () SIMI1]
Completou o calendério vacinal? {CALVAC] () NAO[0] () SIMI[1]
Fez uso das seguintes vacinas? {USOVAC} () 7wvalente [0] () 23wvalente [1]

() Meningo [2] () Haemophilus [3]

Faz uso de hemoderivados? {HEMODER} () NAO[0] () SIMI1]



42.

44

46.

47.

48.

49.

Se SIM. quantas vezes ao ano? {QHEMODER}

Possui outra patologia? {PATOLOG} () NAO[0] () SIM [1]
Quais? {DESCPATOLOG} () Hipertensdo [0] () Diabetes [1] () Obesidade [2] () Outras [3]
Vocé trabalha? {TRAB} () NAOI0] () SIMI1]
Tipo de profissao: {QTRAB}
Se SIM. manipula alguma substancia quimica? {SUBQUIM} () NAO[0] () SIMI1]
Qual? {QSUBQUIM} Freqiiéncia ? {FREQSUBQUI}
Manipula diretamente esta subst? {MANIDIRE} () NAO[0] () SIM[1]
Pratica esportes? {ESPOR} () NAO[0] () SIM[1]
Faz uso de bebida alcoolica? {BEBE} () NAOI0 () SIM[1]
Se SIM. que freqiicncia? {FREQBEBE}
Vocé fuma? {FUMA} () NAO[0] () SIM[1]
Se SIM. que freqiiéncia? {FREQFUMA}
Faz uso de alguma droga? {DROGA} () NAOI0 () SIM[1]
Em caso de SIM, que fregiiéncia? {FREQDROGA}
Além dos seus pais quantos membros da familia ou parentes sdo apegados a ve? {APEG}
() 01[0] () 02-03[1] () 04-06[2] () 07-10[3] () nenhum[4]
Quantos amigos ve tém aproximadamente? {AMIGO}
() o01[0] () 02-03[1] () 04-06[2] () 07-10[3] () nenhum[4]
Com que freqiiéncia ve se revine com seus parentes, amigos ou vizinhos? {REUNI}
() Diariamente ou quase todos os dias [0] () Varias vezes na semana [1]
() Varias vezes no meés [2] () Varias vezes por ano [3] () Quase nunca [4]

Data da proxima consulta no HEMOBA:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ALFA-1-ANTITRIPSINA E ANEMIA FALCIFORME: AVALIAQAO GEI:IETICA,
PROTEOMICA E DE MECANISMOS ASSOCIADOS A INFLAMACAO E A
HOMEOSTASE SANGUINEA

Pesquisador: Marilda Goncalves

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n&o necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 1

CAAE: 52280015.1.0000.0048

Instituicdo Proponente: Hospital S80 Rafael/Monte Tabor-BA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.400.535

Apresentacéo do Projeto:

A doenca falciforme (DF) é caracterizada pela presenca de hemoglobina S (HbS) em homozigose ou
heterozigose duplo com outras variantes de

hemoglobina e hemoglobinopatias de sintese. A HbS é devido a mutacdo GAG GTG no sexto codon do
gene da beta-globina (gene HBB) onde a

valina substituir o acido glutdmico na posicéo seis da cadeia beta polipeptidio. O quadro clinico da anemia
hemolitica varia de DF para crises

dolorosas, com a ocorréncia de oclus@o dos vasos sanguineos, inflamacéc e tecidual. Individuos com
anemia falciforme apresentam mortalidade

elevada, sendo que a busca de novos biomarcadores de prognéstico é de grande interesse, uma vez que
pode contribuir para modificar a histoéria

natural da doenca. O estado da Bahia tem a maior incidéncia brasileira de SCD, dados confirmados pela
triagem neonatal e da diversidade étnica da

populacdo, que tem uma predominancia de ascendéncia africana, populacao historicamente mais afetada
pela doenca. A alfa-1-antitripsina (A1AT) é

Enderego: Av. Sdo Rafael 2152, 6° andar

Bairro: S&o Marcos CEP: 41.256-900

UF: BA Municipio: SALVADOR

Telefone: (71)3281-6484 Fax: (71)3281-6855 E-mail: cep@hsr.com.br
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Continuacdo do Parecer: 1.400.535

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 626122 .pdf 00:02:35
Folha de Rosto FRCarol.pdf 13/11/2015 | Marilda Gongalves Aceito
00:01:34

Orcamento carol2.pdf 12/11/2015 | Marilda Goncalves Aceito
23:50:22

Orgcamento carol1.pdf 12/11/2015 |Marilda Gongalves Aceito
23:49:48

Orcamento Carol.pdf 12/11/2015 | Marilda Gongalves Aceito
23:49:31

Outros Carta_de_Anuencia_Alfa.png 12/11/2015 | Marilda Goncalves Aceito
23:32:22

Outros QUESTIONARIO_AAT .pdf 12/11/2015 [Marilda Goncalves Aceito
22:45:18

Projeto Detalhado / |PROJETO_AAT.pdf 12/11/2015 |Marilda Goncalves Aceito

Brochura 22:28:13

Investigador

TCLE/ Termos de | Termos.pdf 12/11/2015 | Marilda Gongalves Aceito

Assentimento / 22:27:45

Justificativa de

Auséncia

Outros TermodeCompromissoparaUtiliacaodeD | 12/11/2015 |Marilda Gongalves Aceito

adoseProntuarios AAT.pdf 22:25:43
Outros Termo_de_Compromissc_coberturadosq 12/11/2015 | Marilda Gongalves Aceito
ustosdapesquisa AAT.pdf 22:23:53

Outros Curriculum_VITAE_Marilda_AAT.pdf 12/11/2015 | Marilda Gongcalves Aceito
22:23:02

Outros Curriculum_VITAE_AAT .pdf 12/11/2015 |Marilda Gongalves Aceito
22:22:09

Outros Declaracao_do_orientador_AAT.pdf 12/11/2015 | Marilda Gongalves Aceito
22:20:45

Declarac&o de Declaracao_do_Pesquisador_Participant] 12/11/2015 |Marilda Goncalves Aceito

Pesquisadores e AAT.pdf 22:19:23

Situagao do Parecer:
Apravado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

SALVADOCR, 02 de Fevereiro de 2016

Assinado por:
Regina Maria Pereira Oliveira
(Coordenador)



