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RESUMO

As crises vaso-oclusivas (CVO) séo a principal causa de morbidade nos portadores de
anemia falciforme. A producdo desbalanceada de citocinas contribui com 0 progresso
da vaso-ocluséo, sendo sua caracterizagdo importante para melhor compreenséao da
fisiopatologia da doenca. Desse modo, este trabalho visa descrever o perfil de
expressao génica e proteica das citocinas IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a pelos granulécitos
polimorfonucleares (PMN) e células mononucleares (CM) nos pacientes durante e apos
crise vaso-oclusiva. Foram analisados 46 pacientes com anemia falciforme, divididos
em controles estaveis e caso, subdivididos em pacientes em crise e poés crise. Foi
realizada separacdo de CM e PMN pela técnica de Ficoll-Hypaque para posterior
extracdo do mRNA, seguida da sintese do cDNA para realizacao de gPCR pelo sistema
TagMan®. As dosagens séricas foram realizadas pela técnica de ELISA. Os resultados
mostraram que apenas os PMN, em ambos os pacientes em crise e p0s-crise,
apresentaram maior expressao das quatro citocinas quando comparados ao grupo
controle (0,0001 < p < 0,0381). Além disso, quando 0os mesmos pacientes em crise e
poés crise foram comparados entre si, somente a IL-6 apresentou-se mais elevada apés
a crise (p=0,0175) para os PMN, demonstrando que estes sdo 0s principais
moduladores das CVOs, com alta expressdo de IL-6. Somente a IL-8 apresentou
dosagem compativel com os limites do kit, estando consideravelmente elevada na crise

em comparacao com os pacientes controle (P=0,0009).

Palavras-chave: Anemia falciforme; vaso-oclusao; citocinas.



ABSTRACT

Vaso-occlusive crises (CVO) are the main cause of morbidity in patients with sickle cell
anemia. The unbalanced production of cytokines contributes to the progress of vaso-
occlusion, and its characterization is important for a better understanding of the
pathophysiology of the disease. Thus, this work aims to describe the gene and protein
expression profile of the cytokines IL-1(, IL-6, IL-8 and TNF-a by polymorphonuclear
granulocytes (PMN) and mononuclear cells (CM) in patients during and after vaso-
occlusive crisis. 46 patients with sickle cell anemia were analyzed, divided into stable
and case controls, subdivided into crisis and post crisis patients. Separation of CM and
PMN was performed using the Ficoll-Hypaque technique for subsequent extraction of
the mRNA, followed by the synthesis of the cDNA to perform gPCR by the TagMan®
system. Serum measurements were performed using the ELISA technique. The results
showed that only PMN, in both crisis and post-crisis patients, showed greater expression
of the four cytokines when compared to the control group (0.0001 < p < 0.0381). In
addition, when the same patients in crisis and post crisis were compared to each other,
only IL-6 was higher after the crisis (p = 0.0175) for PMN, demonstrating that these are
the main modulators of CVOs, with high expression of IL-6. Only IL-8 showed dosage
compatible with the kit limits, being considerably elevated in the crisis compared to
control patients (P = 0.0009).

Keywords: Sickle cell anemia; vaso-occlusion; cytokines.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma anemia hemolitica caracterizada por
quadro inflamatorio crénico, de ocorréncia mundial e com prevaléncia em
populacdes afrodescendentes, decorrente de uma mutacdo em homozigose no
gene da globina B, resultando na formacdo de uma hemoglobina mutante, a
hemoglobina S (Hb S), ao invés da hemoglobina normal (Hb A). Em condi¢des
especiais, como hipoxia, diminuicdo do pH, baixas concentracdes de
hemoglobina fetal (Hb F) e hemoglobina A2 (Hb A2), a hemoglobina variante se
polimeriza e precipita, causando alteracbes morfologicas na hemacia. Tais
alteracdes culminam nos eventos hemoliticos e vaso-oclusivos, caracteristicos
dos pacientes com AF, sendo este Ultimo a principal causa de morbidade nesses
individuos.

Uma vez alterada, a membrana das hemacias falciformes apresenta uma
maior interacdo com o endotélio vascular, ativando-o e estimulando a producéo
de moléculas de adeséo endotelial, como a molécula de adesé&o celular vascular
1 (VCAM-1) e a molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), favorecendo a
agregacdo de plaquetas e leucécitos ao endotélio. A obstrucdo do fluxo
sanguineo e ativacao celular, portanto, provocam uma resposta inflamatoria, que
por sua vez desencadeia diversos mecanismos que colaboram com a
patogénese da vaso-oclusao, incluindo: ativagéo endotelial, inducéo da adeséao
de hemacias e leucocitos ao endotélio vascular, ativacdo plaquetaria e
desregulacéo da apoptose endotelial.

Apesar das crises de dor serem a principal causa de internacdo dos
pacientes nos servigcos de pronto atendimento dos hospitais, a gravidade e
ocorréncia desses episdédios variam bastante entre os pacientes, desde horas a
dias de crises. InUmeros processos podem estar responsaveis por essa
diversidade, mas ha evidéncias que sugerem as oscilagdes de citocinas
inflamatorias como importantes moduladores dessa heterogeneidade clinica,
pois desempenham um papel fundamental na instalacdo e na manutencao das
crises vaso-oclusivas (CVO), sobretudo as crises de dor, tornando-as potenciais
alvos de estudo, uma vez que as intervengdes farmacologicas se apoiam na

fisiopatologia dessa manifestacgéo.
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Diante do ambiente inflamat6rio em que o endotélio se encontra durante
as crises vaso-oclusivas, as citocinas sdo produzidas por diversas células, em
especial os leucdcitos, podendo ser divididos em células mononucleares (CM) e
granuldcitos polimorfonucleares (PMN). O primeiro grupo é representado pelos
linfécitos e mondcitos, enquanto o segundo corresponde majoritariamente aos
neutrofilos, por serem produzidos em larga escala durante o0 processo
inflamatorio como primeira linha de defesa do organismo. Tais células produzem
as citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8, TNFa e IL1B, que demonstram uma
funcdo desencadeadora das respostas inflamatorias e, por isso, sdo os alvos de
estudo deste trabalho. Ainda que bem estudadas durante as crises, pouco se
sabe sobre a manutencdo do microambiente endotelial apds a resolucdo dessa
manifestacdo, o que faz com que também seja necessario o estudo da expressao
dessas citocinas posterior a crise.

Dessa forma, as citocinas supracitadas podem estar diferencialmente
expressas nos dois momentos (durante e apds a crise), e essa oscilacdo estar

relacionada com a completa resolugcéo ou ndo dessa manifestacao.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ANEMIA FALCIFORME

2.1.1 Epidemiologia

A doenca falciforme (DF) representa um grupo de doencas que
apresentam o gene da hemoglobina S em homo ou heterozigose e esta presente
em grande parte da populacdo, onde aproximadamente 20 a 25 milhdes de
pessoas possuem a mutacdo responsavel pela doenca (AKINGBOLA et al.,
2014). As estimativas dos programas de triagem neonatal sugerem que
aproximadamente 300.000 criangas nascem com a doenca. Quando a mutacgéo
se expressa em homozigose, caracteriza-se a anemia falciforme (AF), forma
mais comum e mais grave das doencas falciformes (MENEZES et al., 2013).
Embora prevalente em todo o mundo devido a migracdo populacional, a AF é
mais comum na Africa Subsaariana correspondendo a 2/3 dos nascimentos
(Figura 1) (PIEL et al., 2017; PIETY et al., 2016).

o

»

Criangas nascidas
com AF (2015)

[]1to100

[ 101 to 1000

[l 1001 to 10,000
Il 10,001 to 100,000

Figura 1: NOumero de criangas nascidas com Anemia Falciforme no mundo. Estimativas

mostrando que a maioria desses nascimentos ocorrem na Africa e na India (PIEL et al., 2017).

No Brasil, a distribuicdo do alelo variante BS é bem heterogénea afetando
25.000 a 30.000 individuos, porém apresenta maior incidéncia na populacéo
afrodescendente (SOARES et al., 2014). Dados do Ministério da Saude apontam
que aproximadamente 1000 criangas nascem com DF por ano, apresentando

uma incidéncia de 1 em cada 2700 recém-nascidos. Em Pernambuco, essa



18

estimativa é de 1 em cada 1700 recém-nascidos (Brasil, 2013). Devido a sua alta
incidéncia e mortalidade, o diagndstico da AF tornou-se obrigatorio desde 2001
no Brasil pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (HELENA; FERRAZ;
MURAO, 2007)

2.1.2 Fisiopatologia

A anemia falciforme é causada por uma mutacéo pontual com substituicdo
de uma adenina por umatimina (GAG—GTG) no sexto cdédon do gene da globina
B (HBB), localizado no cromossomo 11 (11p15.15) (PAIKARI; SHEEHAN, 2018).
Essa alteracdo leva a troca de um acido glutamico por valina na cadeia (3
globinica (BGlué—Val®), resultando em uma variante hemoglobinica anormal, a
hemoglobina S (Hb S) (THEIN, 2017). O novo aminoacido substituido entéo, por
nao apresentar cadeia lateral carregada, interfere no processo de repulséo entre
as hemoglobinas. Além disso, em condi¢des de hipdxia, a Hb S se apresenta na
forma tensionada, permitindo sua polimerizacdo, com a formacdo de fibras
densas e rigidas no interior dos eritrocitos. Esse acumulo, por sua vez, danifica
a membrana do eritrécito normal, causando alteracdes morfolégicas que
culminam, por fim, na falcizacdo do mesmo (CONRAN; FRANCO-PENTEADO;
COSTA, 2009; FERRONE, 2016). A qualidade de vida e longevidade dos
pacientes com AF sdo determinados pelas complicagbes que cada individuo
apresenta, sendo influenciadas por diversos fatores, a depender da quantidade
de polimeros de Hb S nas hemécias, além de fatores genéticos, como a co-
heranca com a alfa talassemia e a persisténcia hereditaria da Hb F (PHHF), que
irdo diminuir a taxa de hemdélise (DOMINGOS et al., 2014; HIGGS et al., 2008).
Tendo em vista a fisiopatologia da doenca, os pacientes podem ser divididos em
dois subgrupos, sendo um caracterizado por eventos hemoliticos e o outro, por
eventos vaso-oclusivos (Figura 2) (ADEKILE, 2013; STEINBERG, 2008).
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Figura 2: Fisiopatologia da anemia falciforme. No cddon 6 da globina 3, ocorre a troca de
Adenina por Timina, formando o aminoacido valina, acarretando a formacgéo do polimero de Hb
S em condi¢des de hipdxia. O acimulo desses polimeros entdo provoca hemdlise e alteracdo da
forma dos eritrécitos, levando a vaso-oclusdo. A hemoglobina livre e a arginase liberadas na
hemodlise diminuem a disponibilidade de 6xido nitrico. A primeira, por converté-lo em nitrato (NOs
) e a segunda, por consumir a arginina, substrato utilizado na producdo de NO (Adaptado de
STEINBERG, 2008).

Assim, as manifestacdes clinicas desses pacientes estdo intimamente
associadas a esses dois principais eventos, como Ulceras maleolares,
hipertenséao pulmonar, priapismo e acidente vascular cerebral no primeiro grupo
e sindrome toracica aguda, osteonecrose e crises algicas no segundo (KATO et
al., 2007).

Dentre as manifestacdes, a principal marca da anemia falciforme séo as
crises agudas de dor, também chamadas de crises vaso-oclusivas ou, ainda,
crises algicas (ARDUINI et al., 2017; MENEZES et al, 2013). Dados
epidemioldgicos inferem que aproximadamente 5% dos pacientes apresentam
de 3 a 10 crises de dor severa por ano, podendo persistir de dias a meses, sendo,
portanto, a principal causa de morbidade e internacdo desses individuos
(UWAEZUOKE et al., 2018; YALE et al., 2000). Durante as crises agudas, como

descrito por Diggs, em 1956: “os pacientes apresentam dor repentina na regido
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lombar ou em uma ou mais articulacées ou em uma das extremidades. A dor
pode ser localizada ou migratoria e € continua e latejante”, sendo, portanto,
descrita como uma das formas de dor mais cruciantes que pode afetar um
individuo (DIGGS, 1956; INUSA et al., 2019). Uma vez que essa manifestacédo
esta relacionada com o desenvolvimento da oclusdo do fluxo sanguineo, as
dores sao decorrentes de lesbes denominadas “lesdes de reperfusdo”, onde um
restabelecimento desordenado e desigual do fluxo sanguineo, apés um periodo
de isquemia, resulta em lesdo e necrose tecidual, levando em ultimo caso a
faléncia multipla de 6rgdos (BALLAS et al., 2012; THEIN et al., 2017). Crises
agudas recorrentes podem levar a cronicidade desses eventos, apresentando
um carater multifatorial, relacionado ao aumento prolongado da inflamacéo e
necrose 0ssea, impactando negativamente a qualidade de vida desses pacientes
(THEIN et al., 2017). Os gatilhos mais conhecidos das crises de dor incluem
infeccbes, febre, desidratacdo e mudancas repentinas no clima (como o frio,
vento e chuva), o que dificulta a resolucéo desses eventos (INUSA et al., 2019).

De acordo com a clinica dos pacientes falciformes, € indicado o uso do
medicamento hidroxiuréia, utilizado como padrdo-ouro para o tratamento das
manifestacfes da AF (AGRAWAL et al., 2014). Isso se deve pelo fato desse
medicamento promover a producdo da Hb F, o que diminui a falcizacdo das
hemacias e também por diminuir a contagem total de leucécitos, reduzindo o
processo de vaso-oclusdo. No entanto, muitos pacientes ainda apresentam
alguns efeitos colaterais que os fazem interromper o tratamento pelo desconforto
causado (MCGANN et al., 2018).

Os eventos hemoliticos da anemia falciforme sdo subdivididos em
extravasculares, mediados pelos macréfagos teciduais e baco, que reconhecem
danos nas hemacias e as retiram da circulacdo; e intravasculares, decorrentes
dos danos causados a membrana das hemécias pelos polimeros de Hb S,
tornando-as mais frageis e susceptiveis a lise, com consequente liberacdo de
conteudo eritrocitario. Ainda que um terco da destruicdo das hemacias ocorra
no interior dos vasos, este processo tem maior contribuicdo no aumento dos
niveis plasmaticos de Hb (HABARA et al.,, 2016; HEBBEL et al., 2009). Do
mesmo modo, ocorre a liberacdo de arginase que, juntamente com a Hb,

diminuem a biodisponibilidade do o6xido nitrico (NO), um gas vasodilatador
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produzido pelo endotélio, que atua como importante regulador da homeostase
vascular por inibir a agregacao plaquetaria e expressao de moléculas de adeséo
(CONNES et al.,, 2016). Ademais, a falcizacdo diminui a flexibilidade dos
eritrocitos necesséaria para o fluxo entre os vasos de diferentes calibres e
promove a exposicao de proteinas e glicolipidios da face interna da membrana
(AZAR; WONG, 2017; ZHOU; BEHYMER; GUCHHAIT, 2011). Como resultado,
a hemolise leva a um ambiente de vasoconstricdo e adesdo endotelial
exacerbado, favorecendo a ocorréncia da vaso-oclusdo (DUBERT et al., 2017;
KATO et al., 2007).

Além da hemdlise, 0s eventos vaso-oclusivos que ocorrem nos pacientes
com AF sdo muito importantes para a fisiopatologia da doenca. Por muito tempo
se pensou que tais eventos ocorriam exclusivamente devido a obstrucao fisica
dos vasos causada pelas hemacias com formato de foice, no entanto, este € um
processo bem complexo e que envolve muitos mecanismos que estao altamente
relacionados com a hemodlise e inflamacdo (CHIANG et al., 2005). Os
mecanismos incluem multiplas interacdes entre as moléculas de adeséo e os
receptores nas hemacias, leucocitos, plaquetas e células endoteliais, nos quais
as proteinas plasmaticas e componentes da matriz subendotelial formam pontes
entre as células sanguineas. Além disso, os eritrécitos falciformes também
apresentam mais moléculas de adesdo em sua superficie em relacdo aos
eritrocitos normais (HOPPE et al., 2017; KEIKHAEI et al., 2013; STEINBERG et
al., 2012).

Diante dos danos causados a membrana dos eritrécitos falcizados, a
exposicao de moléculas de adesdo em sua superficie extracelular aumenta sua
capacidade de ligacdo ao endotélio, seja de forma direta ou por intermédio de
proteinas plasmaticas. Essa adeséo € mediada pela expressédo de moléculas de
adesao celular (CAM, traduzido de cell adhesion molecules), como a VCAM-1 e
ICAM-1, na superficie das células endoteliais, reticulécitos e também dos
leucdcitos circulantes. A interagdo com o endotélio leva a ativacdo do fator
nuclear kappa B (NF-kB), bem como o aumento de citocinas pro-inflamatorias,
gue levam a super expressao das CAM, aumentando a severidade das crises
vaso-oclusivas (Figura 3) (ALAGBE et al., 2017; MONCHANIN et al., 2008).
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Figura 3: Modelo da fisiopatologia da vaso-oclusdo. A partir de sinais da microbiota, desde

citocinas a moléculas sinalizadoras de patégeno ou dano, os neutrdéfilos imaturos séo ativados
apos reconhecimento pelos seus receptores. Assim, da-se inicio ao processo de rolamento e
adesdo leucocitaria, por meio de moléculas de adesdo e seus respectivos receptores nos
neutroéfilos e nas células endoteliais. Diante disso, os neutréfilos aderidos podem se ligar a outros
leucécitos, plaquetas e hemécias falcizadas, provocando, portanto, a vaso-oclusdo. TLRs,
receptores “Toll-like”; PRRs, Receptor de reconhecimento de padrdo; Mac-1, antigeno de
macréfago-1; PSGL-1, glicoproteina ligante-1 da P-selectina; ESL-1, ligante-1 da E-selectina;
MADCAM-1, molécula de adesédo da mucosa-1 (Adaptado de ZHANG et al., 2016).

2.2 CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Assim como os eritrocitos, os leucocitos também apresentam um papel
importante na vaso-oclusdo por se aderirem ao endotélio, plaquetas e as
proprias hemécias aderidas (MORRONE et al.,, 2018). Diante da ativagao
endotelial causada pelos eritrocitos falciformes, bem como o aumento de
mediadores inflamatorios e agentes quimiotaticos produzidos pelo endotélio,
ocorre um maior recrutamento, ativacado e adesao dos leucdcitos, que se ligam
as heméacias e as células endoteliais. Uma vez que os leucécitos sdo maiores
que as hemacias e apresentam um menor grau de deformacao, sua aderéncia
ao endotélio diminui drasticamente o fluxo sanguineo, aumentando o tempo de
transito e hipoxia, agravando o quadro de oclusdo vascular (GARADAH et al.,
2016; KAUL; FINNEGAN; BARABINO, 2009; ZHONG; YAZDANBAKHSH, 2018).
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Concomitante a adesao leucocitaria causada pela hiperativagédo celular,
verifica-se um efeito copioso de producdo de citocinas pro-inflamatérias por
diversos tipos celulares, como as células endoteliais, mondcitos e neutrofilos.
Das citocinas produzidas, destacam-se as interleucinas (IL) IL-1(, IL-6, IL-8 e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), devido as suas caracteristicas de ativacdo
endotelial, bem como ativacdo e recrutamento de leucdcitos, aumentando a
adesdo celular e consequente perpetuacdo de eventos vaso-oclusivos
(KEIKHAEI et al., 2013; SCHIMMEL et al., 2017).

A IL-18, assim como o TNF-a, estdo associadas com a ativagdo de
leucdcitos, especialmente de mondcitos e neutrofilos, estimulando uma maior
migracdo celular e producdo de citocinas, ativando por consequéncia mais
células endoteliais (PITANGA et al., 2013; ZHANG et al., 2016). Além disso,
essas citocinas aumentam a aderéncia ao endotélio por estimular a producéo de
mais moléculas de adesdo, como selectinas, VCAM-1 e ICAM-1 (KEIKHAEI et
al., 2013). Juntamente a TNF-a, a IL-8 atua como um potente ativador de
neutroéfilos, aumentando a quimiotaxia e recrutamento dos mesmos (CAJADO et
al., 2011). IL-6, por sua vez, apresenta-se como um potente modulador da
diferenciacdo, maturacdo e proliferacdo leucocitaria, além de estimular a
resposta inflamatdria por meio da producdo de proteinas de fase aguda
(ALAGBE et al., 2017; PITANGA et al., 2013; ZANETTE et al., 2019).

Assim, um ciclo de ativacao celular repetida, adeséo celular e produgéo
de moléculas inflamatérias acarreta em um quadro inflamatério cronico,
apresentando um aumento na contagem total de leucocitos e,
conseguentemente, maior producao de citocinas, levando a um ciclo repetitivo e
cada vez mais agravante de oclusdo vascular. (ANSARI et al., 2017; DOS
SANTOS; CHIN, 2012).

Diante disso, uma vez que as células mononucleares e os neutrdfilos sao
0os leucocitos com maior atuacdo durante as crises vaso-oclusivas, a
caracterizacdo do perfil inflamatorio dessas células torna-se um importante

meétodo para compreender o desdobramento dessa manifestacao.



24

221 IL-1B

A interleucina-1p pertence ao grupo da IL-1, que engloba citocinas com
funcdes imuno-regulatorias, pro-hematopoieticas e proé-inflamatérias, tendo
como principais efeitos o desenvolvimento e manutengdo do processo
inflamatoério. Das citocinas presentes nesse grupo, a IL-1p se apresenta como
uma potente molécula pro-inflamatoria, codificada pelo gene IL1B, contido no
cromossomo 2 (2q14.1) (DEMBIC, 2015).

Os principais tipos celulares produtores de IL-1B sdo macréfagos e
mondcitos ativados, ainda que neutrofilos, linfécitos e diversas outras células
também a produzam em menor quantidade (TURNER et al., 2014). Diante disso,
a partir do reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPSs) ou a danos (DAMPs), bem como de diversos outros estimulos pro-
inflamatorios, as células supracitadas séo ativadas e secretam o precursor pro-
IL-1 que, posteriormente, sera clivado na forma ativa (IL-1B) pela caspase-1,
também conhecida como enzima conversora de IL-1B (ICE). A partir dai, essa
molécula pode se ligar aos seus dois tipos de receptores correspondentes nas
células-alvo, sendo eles o IL-1R tipo 1 (apresentando as cadeias 1Rl e 1RacP),
responsavel pela transmissédo dos efeitos da IL-1(, e o tipo 2 (1RIlla), atuando
como supressor do sinal (DEMBIC, 2015; TURNER et al., 2014). Apés a ativacao
do IL-1R, ocorre a transducdo de sinal semelhante a dos receptores Toll-like
(TLR), com recrutamento de complexos proteicos representados pelo fator 88 de
diferenciacdo mieloide (MyD88) e quinases associadas ao receptor de IL-1
(IRAKs). Com isso, ocorre a ativacdo do complexo fator 6 associado ao receptor
de TNF (TRAF6) por meio de ubiquitinacdo, resultando por fim na ativacdo da
via do NF-kB, da enzima janus quinase (JNK) e de proteino-quinases ativadas
por mitdbgenos (MAPK) (PULUGULLA et al., 2018). A via do NF-kB € iniciada com
a fosforilacdo do seu precursor IkBa, dissociando as subunidades que compéem
o NF-kB (p65 e p50). Assim, esse complexo é direcionado ao nucleo da célula,
onde atua diretamente nos genes que sucedem os efeitos fisiolégicos da
citocina. Da mesma forma, a via das MAPK ¢ ativada por fosforilagdo, que por
sua vez ativam genes responsaveis pela expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (Figura 4) (DEMBIC, 2015; GLUSHAKOVA et al., 2018; KRUMM;
XIANG; DENG, 2014).
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Figura 4: Via de sinalizacdo da IL-18 (Adaptado de TURNER et al., 2014).

2.2.2 IL-6

A interleucina-6, codificada pelo gene IL6 no cromossomo 7 (7p15.3), é 0
principal membro da familia que recebe seu nome, composta por citocinas que
compartilham a subunidade gpl130 do receptor de IL-6 (IL-6R) como via de
sinalizacdo. Essa citocina é apontada como uma das principais citocinas pro-
inflamatérias por apresentar diversas funcdes, tendo um papel central na
manutencao e integralizacdo da defesa imune contra infeccdes pela producéo
de proteinas de fase aguda, fatores de diferenciacdo mieloide e pela proliferagéo
celular, sendo associada a diversas doencgas autoimunes e infecciosas, bem
como a inflamacdes nao infecciosas nos seres humanos (NARAZAKI; TANAKA;
KISHIMOTO, 2017). Neutrofilos, mondcitos e linfocitos sintetizam e secretam IL-
6 a partir da estimulagéo dos TLRs apos reconhecimento de PAMPs e DAMPSs.
(ROSE-JOHN; WINTHROP; CALABRESE, 2017).
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Apés ser secretada, a IL-6 pode atuar de duas maneiras nas células-alvo:
por meio da sinalizagao classica ou pela “trans sinalizagdo”. No primeiro modelo,
a molécula de IL-6 se liga a subunidade a do seu receptor (IL-6R), formando o
complexo IL-6-IL-6R que, por sua vez, ativa a subunidade  (comumente
conhecida como gp130), responséavel pelo inicio da sinalizacdo celular. A partir
da dimerizacdo das subunidades do receptor, ocorre a ativacdo da via JAK-
STAT. Essa via resulta na ativacdo do transdutor de sinal STAT-3 por constante
fosforilagcdo, induzindo a expresséo de genes pré-inflamatorios (DEMBIC, 2015;
TURNER et al., 2014).

Apesar da gp130 ser expressa de forma ubiqua, a subunidade a é restrita
a alguns tipos celulares, como os leucdcitos. Assim, de forma alternativa, a IL-6
pode se ligar a forma soluvel da subunidade a do receptor (sIL-6R), formada
apos acao da proteina 17 com dominio de desintegrina e metaloproteinase
(ADAM17). O complexo soluvel formado, por sua vez, pode ativar a gpl30,
seguindo a transducéo de sinal intracelular. Dessa forma, células que expressam
somente a subunidade B do receptor podem ser ativadas por esse mecanismo
alternativo, denominado trans sinalizacéo (Figura 5) (DEMBIC, 2015; DIKLIC et
al., 2020; ROSE-JOHN; WINTHROP; CALABRESE, 2017; TURNER et al.,
2014).
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Figura 5: Via de sinalizacéo da IL-6. Sinalizacéo classica da IL-6 a esquerda (A) e o modelo de
trans-sinalizacao, a direita (B) (Adaptado de TURNER et al., 2014).

2.2.3 IL-8

A IL-8 pertence a um grupo especial de citocinas denominado de
qguimiocinas, inserida no subgrupo das CXC, que apresentam o primeiro par de
cisteinas (C) separado por um aminoacido (X). Devido a isso, seu gene
codificante, IL8, & também nomeado CXCLS8, estando localizado no cromossomo
4 (4913.3) (FITZGERALD ET AL., 2001).

A familia das quimiocinas € responsavel pela gquimiotaxia, ou seja,
responsavel por controlar a migracdo direcionada das células imunes. Cada
guimiocinas apresenta uma funcéo especifica diante desse contexto, no qual a
IL-8 é a principal responsavel pela migracdo dos neutrofilos ao sitio de acéo, o
que a torna uma citocina essencial na resposta inata. Sua producéo € induzida
a partir de diversos estimulos, como citocinas pro-inflamatérias e agentes

indutores da resposta imune, sendo primariamente sintetizada por células
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mononucleares, ainda que também seja produzida por multiplos tipos celulares,
como granuldcitos e células endoteliais, dentre outros (HAMURO, 2001).

Esta citocina apresenta dois receptores funcionais, CXCR1 e CXCR2,
ambos pertencentes a familia dos receptores ligados a proteina G, estando
altamente expressos em neutréfilos. Apés o reconhecimento da IL-8 pelo
receptor, ocorre a transducao do sinal mediante alteracdo na conformacao da
proteina G com predominante ativagao de fosfolipase C B2 (PLCB2), adenilato
ciclase e a proteina membro da familia A do homdlogo Ras (RhoA) (DEMBIC,
2015; ZWAHLEN; WALZ; ROT, 1993). Ao ser dissociada, a subunidade Ga,
associada ao ATP, ativa a adenilato ciclase com formacao de AMPc, ativando as
quinases do tipo A (PKA). Ja a subunidade GBy ativa a PLCf2, que ira degradar
os fosfolipidios em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Este ultimo
promove a ativacdo das quinases do tipo C (PKC) que, assim como a PKA,
induzem a via das MAPKSs, com formacao de fatores de transcricdo para genes
pré-inflamatérios. O IP3, por sua vez, promove aumento das concentracées de
calcio intracelular, estimulando assim a exocitose, ou degranula¢do, dos
neutroéfilos. Além dessas funcdes, a proteina G ativada também estimula a RhoA
a aumentar a producédo de integrinas a partir da quinase N (PKN), aumentado
assim a aderéncia celular, sendo esta a principal funcdo da IL-8 (Figura 6)
(MUKAIDA N. & MATSUSHIMA K., 1998; TURNER et al., 2014).
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Figura 6: Via de sinalizac&o da IL-8 (Adaptado de Turner et al., 2014).

2.2.4 TNF-a

Ainda que o fator de necrose tumoral tenha recebido esse nome por
provocar a apoptose e necrose de células cancerigenas, esta citocina esta
fortemente relacionada com o desenvolvimento da resposta imune. Seu referido
gene esta localizado no cromossomo 6 (6p21.33) e, assim como as citocinas
citadas anteriormente, o TNF-a é produzido por diversas células do sistema
imune, como macréfagos, mondcitos, linfocitos e neutrdéfilos, além de diversos
outros tipos celulares (WU; HYMOWITZ, 2010).

Além de causar apoptose, em condi¢des especificas, 0 TNF-a também
estimula a expressao fatores de crescimento e transcricdo, complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) nas células apresentadoras de antigenos,
moléculas de adeséao, citocinas e quimiocinas (BANDEIRA et al., 2014; CLYDE;
GLAUNSINGER, 2010) O TNF-a é sintetizado na forma de uma proteina

transmembrana, que € posteriormente clivada na forma sollvel pela enzima
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conversora de TNF-a (TACE, ou ADAM17), sendo ambas biologicamente ativas.
As diversas funcdes apresentadas pelo TNF-a resultam da ativagéo de dois tipos
de receptores, com vias de sinalizacao distintas. O receptor do tipo 1 (TNFR1) é
constitutivamente expresso em todas as células, é ativado por ambas as formas
de TNF-a e sua ativagdo esta relacionada com a formagédo da resposta
inflamatoria e da degeneracédo tecidual. Diferentemente, o receptor do tipo 2
(TNFR2) é limitado a células especificas como neurénios, células endoteliais e
do sistema imune. Além disso, é ativado majoritariamente pela forma
transmembranar do TNF-a e a essa ativacao estdo atribuidos os efeitos
homeostéticos (regeneracdao tecidual, proliferacdo e sobrevivéncia celular), bem
como a iniciacao da inflamacéao local (BALKWILL, 2009; BRADLEY, 2008).

Ao contrario dos receptores das citocinas anteriormente citadas, 0s
TNFRs néo apresentam atividade enzimatica direta e por isso recrutam
complexos enzimaticos a partir da sua ativacdo por meio de proteinas
adaptadoras. Assim, ao ser ativado, o TNFR1 recruta a proteina TRADD
(“dominio de morte” associado ao TNFR1), que por sua vez induz a formacéo de
dois complexos enziméticos, a depender das circunstancias da célula: o
complexo 1, que leva a efeitos inflamatorios e de homeostase celular; e o
complexo 2, formado pela via das caspases, responsavel pela apoptose e
necrose em células malignas. O TNFR2 também estimula a composicdo do
complexo 1, no entanto, esse estimulo ocorre mediante a proteina acessoria
TRAF2 (fator 2 associado ao TNFR) (Figura 7) (BALKWILL, 2009; TURNER et
al., 2014). Uma vez ativadas, as proteinas TRADD e TRAF2 d&o inicio a via das
MAPKs (JNK e p38) e do NF-kB, semelhante a IL-1, o que faz com que essas
duas citocinas sejam frequentemente associadas por suas funcdes
(KALLIOLIAS; IVASHKIV; PROGRAM, 2016).
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Figura 7: Via de sinalizacdo do TNF-a (Adaptado de TURNER et al., 2014).

Embora a anemia falciforme decorra de uma alteracdo genética, essa
doenca passou a ser abordada também como um distirbio de cunho
inflamatorio, uma vez que o agravamento de sua fisiopatologia esta diretamente
relacionado com processos inflamatérios, como aumento de leucdcitos e
producdo de citocinas pré-inflamatorias (PLATT, 2000; TORRES et al., 2016).
Diversos estudos comprovam a associacdo de moléculas pro-inflamatorias com
manifestacbes da AF, especialmente as crises vaso-oclusivas (CARVALHO et
al., 2018; KEIKHAEI et al., 2013; LANARO et al., 2009). Dessa forma, tendo em
vista a atuacao das citocinas aqui apresentadas no desenvolvimento da resposta
inflamatoria, a caracterizacdo do perfil dessas citocinas durante as crises algicas
e 0 segmento pOs crise torna-se um assunto relevante na compreensao dos

mecanismos dessa complicagcdo. Abaixo, encontra-se uma tabela (Tabela 1)
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resumindo as quatro citocinas descritas, com suas principais fontes e respectivas

funcdes.

Tabela 1: Citocinas, suas principais fontes e funcdes.

Citocina Principal fonte Célula-alvo Principal funcéo
o Adeséo, inflamacéo,
i . Linfocitos B, T e . .
IL-1B Macréfagos e monécitos . proliferacéo e
células NK ) o
diferenciagéo
Diferenciacéo
L6 Neutrofilos, mondcitos e Neutrofilos e mieldide, producao
linfécitos linfécitos de proteinas de fase
aguda
IL-8 Células mononucleares Neutrofilos Quimiotaxia
i Adeséo, inflamagéo
o Macrofagos e L
TNF-a Leucdcitos em geral e ativacdo da

Neutrofilos

fagocitose
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil de expressao dos genes e 0s niveis séricos de citocinas
inflamatdrias em amostras de pacientes com anemia falciforme durante e apés

crise vaso-oclusiva.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a expressao dos genes IL1B, IL6, IL8 e TNFA em células
mononucleares e polimorfonucleares de pacientes com anemia
falciforme durante e apds crise vaso-oclusiva,

¢ Quantificar os niveis das citocinas IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a no soro
de pacientes com anemia falciforme durante e apds crise vaso-
oclusiva;

e Verificar a associacao dos niveis plasmaticos e a expressao génica
das citocinas inflamatérias supracitadas com as crises vaso-

oclusivas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CASUISTICA

O grupo amostral foi constituido de 46 pacientes portadores de anemia
falciforme (Hb SS), cadastrados e acompanhados no Hospital de Hematologia
da Fundacdo HEMOPE (Recife — PE). Utilizamos como critério de exclusdo os
pacientes submetidos ao tratamento por hidroxiuréia e/ou regime de transfuséo
sanguinea, além de historico de processos infecciosos, nos 3 meses que
antecediam a coleta. As crises vaso-oclusivas foram definidas como crises de
dor intensa em térax, articulacdes ou extremidade dos membros superiores ou
inferiores, em que o paciente necessita de internamento. De acordo com as
caracteristicas clinicas apresentadas, os pacientes foram classificados em 2
grupos, sendo o grupo caso dividido em dois subgrupos:

I. Grupo caso: Composto por 18 pacientes com idade maior que 18 anos e
gue apresentaram relatos de crise vaso-oclusiva. Os pacientes foram
coletados no momento do internamento por crise algica caracteristica,
previamente a analgesia, (grupo CVO). Posteriormente, 8 desses 18
pacientes foram coletados 3 meses ap0s alta médica da internacdo por
crise algica, compondo o subgrupo poés-crise (POS).

II.  Grupo controle: Composto por 28 pacientes com idade maior que 18 anos
em estado estavel, sem que apresentassem eventos agudos clinicos por
pelo menos 3 meses anteriores a coleta (grupo SCASS).

A cada convocacéo feita por telefone ou durante as visitas de rotina, cerca
de 10 ml de sangue periférico foram coletados e distribuidos em tubos a vacuo
contendo EDTA como anticoagulante e tubos com ativador de coagulo. As
amostras entdo foram conduzidas ao setor de Hematologia e Biologia Molecular
do Laboratorio Central do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de

Pernambuco (LABCEN — UFPE) para a realizacdo das analises moleculares.

4.2 DESENHO DO ESTUDO
O presente estudo, realizado no periodo de agosto/2017 a
dezembro/2019, foi desenvolvido de acordo com dois tipos de analises, em que
0S pacientes em crise e poés crise foram comparados entre si e entre 0s pacientes

do grupo controle. O trabalho esta sendo desenvolvido na Universidade Federal
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de Pernambuco, tendo a Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco (HEMOPE) como instituicdo coparticipante, de onde foram
coletadas as amostras e realizadas as analises dos prontuarios dos pacientes

participantes.

4.3 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (CEP/CCS/UFPE - N° do parecer: 2.418.989) (Anexo I). Apés a
aprovacao, foi desenvolvido obedecendo integralmente os principios éticos
estabelecidos na resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS). A
Fundacdo HEMOPE foi incluida como instituicdo coparticipante, pois 0s
pacientes foram oriundos da mesma.

Os pacientes, ap0s explicacdo do projeto, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo CEP
(Anexo II).
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4.4 ANALISE CLINICA E HEMATOLOGICA

Os dados clinicos foram obtidos a partir da analise dos prontuéarios de
acompanhamento médico dos pacientes que comparecem regularmente ao
ambulatério de Hematologia da Fundacdo HEMOPE. Os dados hematoldgicos
foram obtidos utilizando contador eletrdnico de células (STKS, Coulter
Corporation, FL, USA). A quantificacdo das hemoglobinas (Hb F, Hb A, Hb Az e
Hb S) foi realizada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC —
VARIANT / BIO-RAD, CA, USA).

4.5 ANALISE MOLECULAR
4.5.1 Isolamento de Células Mononucleares (CM) e
Polimorfonucleares (PMN) do sangue periférico:

As amostras de sangue total de pacientes com AF foram coletadas em
tubos de EDTA (5mL) e colocadas sobre duas camadas de Ficoll-Hypaque de
densidades de 1.119 g/L e 1.077 g/L, de acordo com o protocolo estabelecido
por English & Anderson (ENGLISH; ANDERSEN, 1974). Apés a separacao das
CM e dos granuldcitos por centrifugacdo a 700g durante 30 minutos, as células
foram lavadas uma vez em PBS (pH 7,4). Foi utilizada uma solucéo de lise (10
min, 4°C, solu¢cdo 155mM NH4CL, 10mMKHCOS3) para lisar os eritrocitos
contaminantes. As células foram entéo lavadas novamente com PBS e, ap0s a
centrifugacédo, os pelets de CM e PMN foram ressuspendidos separadamente
em reagente Trizol (1ml por 5-10x10° células; Invitrogen, EUA) para a extracéo
do mRNA.

4.5.2 Extracdo do RNA a partir das amostras de CM e PMN:

A extracdo foi procedida seguindo a técnica derivada pelo método
desenvolvido por Chomczynsky e Sacchi (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). A
integridade das amostras de RNA foi avaliada através de gel de agarose a 1,0%
e posteriormente quantificadas em espectrofotometro NanoDrop® ND-1000
(NanoDrop Techonologies, Inc., Wilmington, DE, USA). Em seguida, foram

armazenadas a -80°C até o momento da sua utilizacao.
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4.5.3 Avaliacdo da expressao génica por PCR em tempo real:

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada com a utilizacéo do
kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, EUA), seguindo as
recomendacfes do fabricante. A quantificacdo dos niveis de transcritos foi
realizada utilizando a metodologia de sondas TagMan® Gene Expression Assay,
seguindo as recomendacdes do fabricante. Os resultados foram expressos pelo
método do ACt relativos aos genes da (-actina e do GAPDH, utilizados como
controle enddgenos.

4.5.4 Avaliacdo da dosagem sérica por ELISA:

As amostras de sangue total dos pacientes foram coletadas em tubos a
vacuo sem anticoagulante, sendo centrifugadas a 1600 rpm por 15 minutos para
separacao do soro, posteriormente armazenado a -80°C até o momento de sua
utilizacdo. As concentracdes séricas das citocinas IL-1(3, IL-6, IL-8 e TNF-a foram
mensuradas a partir de kits de ELISA (BD Biosciences, para IL-1[3, IL-6 e TNF-

a; eBiosciences, para IL-8), de acordo com as instrucdes dos fabricantes.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

As caracteristicas clinico-laboratoriais dos pacientes foram mostradas
descritivamente. O teste t de Student foi utilizado para comparacédo entre as
variaveis das amostras pareadas e o teste de Mann-Whitney foi realizado para
comparacdes entre as variaveis independentes. Todos os valores de P foram
ajustados para os dois lados com nivel de significancia a 0,05. As analises foram

realizadas utilizando o software GraphPAD Prism 5.0.



5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Apés acompanhamento dos pacientes portadores de anemia falciforme
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que compareceram ao ambulatério e ao servico de pronto atendimento do

HEMOPE, 46 individuos foram selecionados para a pesquisa. Destes pacientes,

28 (61%) se enquadraram no grupo controle e 18 (39%) foram do grupo caso,

sendo 8 do subgrupo pés-crise, cuja mediana de idade foi de 29 anos (19 — 56).

Os resultados da caracterizacao laboratorial e demografica estdo descritos nas

tabelas 1 e 2.

Tabela 2: Caracterizagao laboratorial dos pacientes incluidos no estudo

separados por grupo.

Caracteristicas SCAss CvOo POS
laboratoriais (28) (18) (8)
Hemadcias (x10? células/uL) 25+0,3 2,6 +0,3 2,6+0,4
Hemoglobina (g/dL) 76+1,2 7,8+1,1 8,1+0,7
Hematdcrito (%) 22,7+ 3,1 23,3+3,5 23,7+1,6
VCM (fL) 90,1 +8,3 89,4+ 6,8 89,1+7,0
HCM (g/dL) 30,3+3,3 30,7+29 31,8+3,2
Leucécitos (x10°/L) 10,3+ 2,8 17,1+7,0 11,3+4,1
Plaguetas (x109/L) 437,5 +105,2 426,6 +£119,9 451,8 +136,6
Reticuldcitos (%) 8,5+49 10,6 + 6,8 129+8,9
Bilirrubina Total (mg/dL) 42+29 3,622 3,616
Bilirrubina indireta (mg/dL) 34+26 26+18 3,0+1,7
LDH (U/L) 958,2+587,0  800,2 +400,2 7745+ 435,8

VCM, Volume corpuscular médio; HCM, Hemoglobina corpuscular média; Hb F, Hemoglobina

fetal; LDH, Lactato desidrogenase. Os resultados estéo expressos pela média + desvio padrao.



Tabela 3: Caracterizacdo demografica dos pacientes incluidos no estudo.
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Caracterizacao dos pacientes n ()
(n = 46)

Sexo

Masculino 22 (48,0%)

Feminino 24 (52,0%)
ldade

Mediana (anos) 29

Intervalo (anos) 19 - 56

5.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE IL1B, IL6, IL8 E TNFA PELAS

CELULAS MONONUCLEARES

Inicialmente, foram comparados os valores da expressao dos genes IL1B,

IL6, IL8 e TNFA pelas células mononucleares entre os pacientes em crise (CVO)
e controle (SCAss), e entre os pacientes pos-crise (POS) e controle. Em ambos

0s casos, nado foi observada nenhuma diferenca estatistica significativa entre os

grupos estudados, uma vez que nenhum dos valores de P estiveram abaixo de

0,05 (Figura 8). Em seguida, a expressdo dos mesmos genes foi comparada
entre os 8 pacientes que se apresentaram no estado de crise e pos-crise, de

forma pareada. Da mesma forma que a analise anterior, ndo houve diferenca

estatistica entre eles (Figura 9).
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Figura 8: Expresséo dos genes IL1B (A), IL6 (B), IL8 (C) e TNFA (D) pelas CM entre grupos ndo
pareados. Os valores de P estdo associados as analises entre os grupos SCAss x CVO e SCAss

x POS. As barras horizontais representam a mediana dos valores obtidos. CVO, grupo dos

pacientes em crise vaso-oclusiva; SCAss, grupo dos pacientes steady state; POS, grupo dos

pacientes pés-crise.
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Figura 9: Expressao dos genes IL1B (A), IL6 (B), IL8 (C) e TNFA (D) pelas CM entre grupos

pareados. Os valores de P foram obtidos pela analise entre os grupos CVO x POS.

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE IL1B, IL6, IL8 E TNFA PELAS
CELULAS POLIMORFONUCLEARES
As mesmas comparacdes executadas com 0s mondécitos também foram
realizadas para os polimorfonucleares. Como pode ser observado, nos quatro
genes estudados houve diferenca estatistica quando comparados 0s grupos
SCAss x CVO e SCAss x POS (Figura 10), sendo P=0,0381 o maior valor obtido
(Figura 10-D), entre os grupos poés-crise e steady state para o TNFA. No entanto,
ao serem analisadas as expressfes génicas nos grupos pareados (Figura 11),
apenas 0 gene IL6 apresentou significancia estatistica (P=0,0175), como
observado na Figura 11-B.
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Figura 10: Expressédo dos genes IL1B (A), IL6 (B), IL8 (C) e TNFA (D) pelos PMN entre grupos
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se entédo o valor de “<0,0001”, como ocorre em (C) e (D).
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Figura 11: Expressao dos genes IL1B (A), IL6 (B), IL8 (C) e TNFA (D) pelos PMN entre grupos
pareados.

5.4  ANALISE DA DOSAGEM SERICA DAS CITOCINAS IL-1B, IL-6, IL-8
E TNF-A

Foram realizadas as dosagens das concentracdes das quatro citocinas no

soro dos pacientes, com comparacao entre os grupos SCAss x CVO e SCAss x
POS. No entanto, somente a IL-8 apresentou um perfil de dosagem aceitavel nos
trés grupos, apresentando uma diferenca significativa de expressao proteica
entre o grupo em crise e controle (Figura 12-C), com valor de P=0,0009. As
demais citocinas, no entanto, apresentaram valores abaixo dos limites de
deteccdo do kit na maioria dos pacientes em todos os trés grupos, sendo,

portanto, admitidos os valores iguais ao limite inferior de deteccao. Dessa forma,
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ndo foi possivel observar valores estatisticos significativos para nenhuma das

trés citocinas restantes (Figura 12-A, B e D).

YR :
. g

- | e

E £ 100 s

E " .

£ 0 g - .

= =

- @ L]

_.l A E E = 10 A

(o] (o]

& G & é_,\”’e ¢ &
P=0.7121" P=03222

} P=03312 ‘ : P=02479 *

1000+ 1000+ IE
T 'o.."ﬁ A _ :‘
= E_um [=
£ 100{ w_mg 0% A E 100- .
E - =) [
& -.& » : & ] ]
- o]
2 10 . * 4 L g0 n e
= (Tl Ay = u
- k3 B J ey
EER A
1 1 L L 1 L} Ll L
o o & o o &
éy" o < ec,v"‘ e ©
Hp=0,0009" "P=0,2550"
—p=04518 i —P=08789 !
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6. DISCUSSAO

A anemia falciforme é uma doenca mundialmente distribuida, de grande
importancia clinica devido ao seu alto grau de mortalidade, apresentando como
manifestagdo mais prevalente as crises vaso-oclusivas. A vaso-ocluséo, por sua
vez, € um processo bastante complexo e multifatorial, em que a inflamacéo
desempenha uma importante funcao, pela ativacéo de leucécitos e producédo de

citocinas e moléculas de adesao que mantém o ambiente inflamatério.

Apesar do carater genético da anemia falciforme, esta doenca é
caracterizada por um estado inflamatério crénico (PLATT, 2000). De acordo com
isso, é possivel atestar que as manifestacdes apresentadas pelos portadores da
doenca estdo intimamente ligadas a producdo de moléculas pré-inflamatdérias.
Assim, diversas citocinas foram demonstradas estar envolvidas na fisiopatologia
da AF, constatando que além do estado inflamatério aumentado nesses
individuos em estado estavel, € possivel observar um aumento da resposta do
sistema imune durante os episodios de crise vaso-oclusiva, uma vez que a vaso
oclusdo decorre de lesdo tecidual e ativacdo celular, incluindo leucdcitos
(PITANGA et al., 2013). Diante dos mediadores secretados por essas células, a
IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a apresentam ser de suma importancia nesse processo,
por estarem consideravelmente aumentadas no soro desses pacientes, sendo
bastante estudadas na anemia falciforme (PITANGA et al., 2013; TORRES et al.,
2016).

Ainda que diversos estudos tenham avaliado as expressdes dessas
citocinas na anemia falciforme, ainda ha diversos conflitos entre os resultados
apresentados, mesmo que alguns deles sejam complementares. Isso se deve,
provavelmente, a diferenca da populacéo estudada e aos critérios utilizados para
a composicao dos pacientes estudados. De acordo com alguns estudos, ha um
aumento na expressao génica de TNF-a e IL-8 em células mononucleares e
polimorfonucleares, bem como sua sintese proteica, em pacientes portadores de
anemia falciforme quando comparados a pacientes saudaveis (LANARO et al.,
2009). Além disso, foi observado um aumento nas concentragdes sericas de
TNF-q, IL-8 e IL-6 em portadores da AF e aumento de IL-6 em pacientes durante

a crise vaso-oclusiva quando comparados a pacientes estaveis (KEIKHAEI et al.,
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2013; PATHARE et al., 2004). Recentemente, um estudo de Carvalho e
colaboradores apontou que nos pacientes durante a crise vaso-oclusiva, as
quatro citocinas citadas anteriormente se apresentavam consideravelmente
elevadas quando comparadas a individuos saudaveis. Quando comparados a
pacientes estaveis, somente a IL-1B3, IL-6 e TNF-a apresentaram-se mais
elevadas (CARVALHO et al., 2018).

Visto que os leucdcitos se apresentam como potentes produtores de
citocinas, os mesmos foram divididos nos dois grandes grupos celulares que o
os compde: as células mononucleares, representada principalmente pelos
monaocitos e linfocitos, e os granuldcitos polimorfonucleares, majoritariamente

representados pelos neutréfilos (ZHANG et al., 2016).

Na anemia falciforme, foi demonstrado que os mondcitos permanecem
ativados devido a ativacao endotelial, permitindo um perfil inflamatoério marcante
pela ativacéo da via do NF-kB e producéo de citocinas relacionadas a adesao
celular, sobretudo a IL-13, e TNF-a, além de citocinas quimiotaticas e
potencializadoras da inflamacé&o, como a IL-8 e IL-6 (LIU et al., 2019; ZHANG et
al., 2016). Como visto anteriormente, uma vez que a AF se apresenta também
como uma doenca inflamatéria, € de se esperar um aumento da expressao de
citocinas inflamatérias pelos mondcitos, bem como uma maior ativacdo
monocitaria quando comparados com pacientes saudaveis, como pode ser visto
em estudos previamente citados (GUARDA et al., 2019; KEIKHAEI et al., 2013;
LANARO et al.,, 2009; ZHANG et al.,, 2016). No Entanto, nosso estudo
demonstrou que a expressdao das citocinas estudadas pelas células
mononucleares se mostrou equiparavel entre os grupos em crise, pos crise e em
estado estavel. Corroborando com estudos de Belcher e colaboradores, ainda
gue os monacitos dos pacientes falciformes apresentem um perfil inflamatorio
aumentado em relacdo a pacientes saudaveis, ndo ha diferenca consideravel
quanto a sua ativacdo entre pacientes estaveis e em crise (BELCHER et al.,
2000). Sendo assim, ainda que 0os mondcitos apresentem um aumento de
expressdo e sintese de mediadores inflamatérios quando comparados a

pacientes saudaveis, desempenhando um papel importante na instalacdo do
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processo inflamatério, sua atuacdo se mantém relativamente constante nos

segmentos da vaso-oclusao.

Paralelamente aos mondcitos, 0s neutrofilos se apresentam como o
leucécito mais abundante no sangue, tendo um aumento consideravel durante
processos inflamatoérios (JONES et al., 2016; LIEW; KUBES, 2019). Mediante os
danos causados pelos eritrocitos falcizados e o ambiente propicio a adesao e
inflamacé&o, os neutréfilos se encontram ativados na AF, com grande exposicao
de moléculas de adeséo e producgéo de citocinas, sendo considerada a principal
célula responsavel pelo processo inflamatério (ZHANG et al., 2016). Assim, a
formacdo de agregados de eritrocitos e plaquetas com neutréfilos se torna um
evento marcante, uma vez que essa interagdo mantém a ativagcdo neutrofilica,
prolongando o microambiente inflamatério da vaso-oclusdo (MATTE et al., 2019;
ONYEKWELU et al., 2019; POLANOWSKA-GRABOWSKA et al., 2010) De
forma complementar, nosso estudo mostrou uma expressdo aumentada das
citocinas proé-inflamatorias pelos granuldcitos tanto no momento da crise quanto
apos a crise, em compara¢ao aos pacientes controle. Dessa forma, por mais que
0s mondcitos estejam também ativados, a formacéo de agregados ocorre com
maior frequéncia entre os neutréfilos, mantendo sua ativacdo e sintese
exacerbada de citocinas, dando a eles um destaque na promog¢éo e manutengao
da vaso-oclusdo (POLANOWSKA-GRABOWSKA et al.,, 2010; ZHANG et al.,
2016).

Adicionalmente, foi possivel observar que ndo houve diferenca
significativa na expresséo das citocinas pelas CM entre o0 momento pos crise e
durante a crise. No entanto, foi constatada uma desigualdade significativa
somente na expressao de IL-6 pelos granulécitos, sendo esta citocina mais
expressa durante a crise vaso-oclusiva (P=0,0175), salientando a participacéo
dessa citocina no processo inflamatério. A interleucina-6 é uma citocina notavel
em doengas imunes e processos inflamatorios crénicos, sendo considerada uma
molécula chave no desenvolvimento de patologias de cunho imunoldgico
(JONES; JENKINS, 2018; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Uma vez
que a IL-6 leva a producao de proteinas de fase aguda e proliferacao celular,

principalmente as do segmento mieldide, sua elevacdo no soro esta relacionada
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com o agravamento das complicacdes inflamatdrias em diversas doencas
(JORDAN et al., 2017). Segundo um estudo de Zhao e colaboradores, dosagens
elevadas de IL-6 sdo essenciais para a inflamacdo sistémica e lesdes de
multiplos 6rgdos na doenca falciforme. Segundo esse estudo, foi possivel
observar que esta citocina, frente a diversas outras estudadas, foi a que
apresentou maior elevacao sérica em modelos murinicos portadores de doenca
falciforme, demonstrando a importancia dessa citocina para o0 agravamento
dessa doenca (ZHAO et al., 2018). Estes dados corroboram com os resultados
obtidos em nosso estudo, uma vez que além do seu aumento durante a crise, 0s

pacientes pés crise continuam com uma elevada expressao dessa citocina.

Estudos recentes demonstraram que os neutrofilos permanecem com
caracteristicas pro-inflamatérias ativas ap0s a resolucédo da crise, mesmo com
intervencao farmacologica indicada para as crises de dor, como no caso da
hidroxiuréia (BARBU et al., 2019, BARBU et al., 2020). A hidroxiuréia tem por
efeito a diminuicdo da contagem total de leucdcitos, reduzindo drasticamente o
namero de neutréfilos circulantes, além do estimulo da producdo de Hb F,
amenizando as complicacdes dos eventos vaso-oclusivos e hemoliticos da AF
(GUARDA et al.,, 2019). No entanto, embora haja uma diminuicdo desses
eventos, os neutrdfilos restantes permanecem altamente ativados, o que justifica
a alta expresséo de citocinas mesmo apos o tratamento. Diante das citocinas
expressas, a IL-6 mostrou-se bastante expressa diante desse quadro (BARBU
et al., 2020).

A alta expressédo da IL-6 ja foi anteriormente relacionada com a duracao
das crises (SARRAY et al., 2015). Além disso, a IL-6 € descrita como uma
citocina chave no desenvolvimento de doencgas imunoldgicas, podendo levar a
um quadro severo de inflamacgédo sistémica por potencializar a ativacdo de
células imunes e producéo de citocinas, fazendo com que seja alvo de terapias
em diversas doencas inflamatoérias (JONES; MAERZ; BUCKNER, 2018; JONES;
JENKINS, 2018; JORDAN et al., 2017; UNVER; MCALLISTER, 2018). Dessa
forma, a conservacdo do estado pro-inflamatério mesmo apos a crise vaso-
oclusiva, caracterizado pela producéo de IL-6 pelos neutroéfilos, é um fator crucial

na ocorréncia de crises de repeticdo, podendo-se presumir que o prolongamento
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da alta expressao dessa citocina permita a reestruturagéo das CVOs, levando a

um quadro cronico de crise.

No que diz respeito as concentragbes dessas citocinas no soro dos
pacientes, a IL-1j3, IL-6 e TNF-a mostraram-se extremamente baixas, estando a
maioria dos pacientes com dosagens abaixo dos limites inferiores de deteccéo.
Dessa forma, devido ao numero irrisério de pacientes que apresentaram
dosagens aceitaveis, ndo foi possivel observar nenhuma correlagdo das
citocinas em nenhum dos trés grupos analisados. Contrariamente a essas
citocinas, a IL-8 mostrou um perfil semelhante aos observados em estudos
prévios citados (CARVALHO et al., 2018; KEIKHAEI et al., 2013; PATHARE et
al., 2004; SARRAY et al., 2015) em que pacientes em crise apresentam uma
elevacgéao significativa das concentracdes dessa citocina em relagédo a pacientes
em estado estavel. Em razdo dos processos inflamatérios observados na vaso-
oclusdo, é possivel prever o aumento do perfil quimiotatico, promovido
essencialmente pela IL-8, para o recrutamento dos neutréfilos que, como
demonstrado anteriormente, € a principal célula responsavel pelo agravamento
das CVOs. No momento pGs crise, no entanto, ndo houve diferenca significativa
gquando comparado com 0s pacientes estaveis, constatando que o nivel de

sintese dessa citocina retorna ao estado basal apds a resolucao da crise.

No entanto, os resultados referentes as dosagens das citocinas devem
ser analisados com muita cautela, uma vez que a dosagem de IL-18, IL-6 e TNF-
a necessite ser avaliada por métodos mais sensiveis ou por kit diferente do
utilizado. Posto que essas citocinas pré-inflamatérias apresentam valores baixos
em individuos saudaveis (KOELMAN et al., 2019), os resultados aqui
apresentados ndo sao condizentes com o quadro inflamatério dos pacientes
estudados, entrando em contradicdo aos achados da IL-8 e de outros trabalhos

citados anteriormente.
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7. CONCLUSOES

o A expressao de citocinas pro-inflamatorias pelas células mononucleares
ndo apresenta diferenca significativa entre pacientes em crise, pos-crise e steady
state;

o Tanto os pacientes em crise como 0s pacientes pés-crise apresentam
maior expressdo de citocinas pro-inflamatérias pelos granulécitos quando
comparada ao grupo controle (steady state);

o A expresséo de IL-6 pelos granulécitos em pacientes pés-crise encontra-
se mais elevada do que quando 0s mesmos estavam em crise vaso-oclusiva;

o As concentracbes séricas de IL-8 apresentam-se elevadas no momento

da crise vaso-oclusiva quando comparadas aos pacientes estaveis e pos crise;
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO | - Parecer de Aprovacdo do Comité de Etica
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Titulo da Pesquisa: Caracterizacdo génica e proteica de citocinas inflamatérias em pacientes com anemia
falciforme durante e apds crise vaso-oclusiva.

Pesquisador: Marcondes José de Vasconcelos Costa Sobreira

Area Tematica: Genética Humana:

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta uma excelente delimitaciao do tema, com embasamento cientifico inquestionavel e
metodologia clara e objetiva. No dmbito ético, os riscos estdo detalhados, no entanto, seus mecanismos
para minimiza-los sdo pouco explorados, além de nomear o desconforto da coleta como “leve dor”.

Cronograma e Orgamento estdo descritos no projeto e coerentes.

Situagdo do Parecer:
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Necessita Apreciagdo da CONEP:
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Assinado por:
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9.2. ANEXO Il -=Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO MAIORES DE 18 ANOS
(resolucédo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar, como voluntario (a), da
pesquisa "Caracterizacdo génica e proteica de citocinas inflamatorias em
pacientes com anemia falciforme durante e apds crise vaso-oclusiva”, que esta
sob a responsabilidade do pesquisador Marcondes José de Vasconcelos
Costa Sobreira (Endereco: Rua Capitdo Jacinto da Cruz, 65, Areias, Recife,
PE, CEP: 50870-030 - Fone: (81) 99540-7831 —E-mail:
marcondesj93@hotmail.com) e sob a orientagdo do professor Dr. Marcos
André Cavalcanti Bezerra ((81) 99800-8105 - macbezerraufpe@gmail.com).
Participa também desta pesquisa: Dr. Anténio Roberto Lucena de Araujo ((81)
99908-9382 — araujoarl@hotmail.com).

ApoOs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de
aceitar a fazer parte do estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste
documento, que estda em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa, o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado
(a) de forma alguma. O (a) Sr. (a) tem o direito de retirar o0 consentimento a
gualquer tempo, sem qualquer penalidade.

A anemia falciforme é uma doenca que altera a forma das heméacias e
pode provocar, dentre as varias complicacdes clinicas, crises vaso-oclusivas
(crises dolorosas), comprometendo a qualidade de vida dos portadores. Esta
pesquisa pretende avaliar se o desenvolvimento das crises vaso-oclusivas esta
relacionado a fatores imunogenéticos. NOGs acreditamos que variacbes de
proteinas inflamatérias possam estar relacionadas aos processos de dor. As
amostras de sangue serdo coletadas entre dezembro de 2017 e fevereiro de
2019, no momento do internamento do paciente no Hospital do HEMOPE e trés
meses apos alta médica, durante visitas de rotina ao Ambulatério do HEMOPE.
Dessa forma, gostariamos que vocé doasse 5 ml de sangue periférico, obtidos
usando agulhas e seringas descartaveis. O risco para 0 paciente é a ocorréncia
de uma dor leve resultante da picada da agulha. Além disso, a area da coleta
pode ficar roxa, o que pode ser amenizado colocando compressas de gelo nas
primeiras horas ap0s a coleta, em seguida, podem ser colocadas compressas
mornas. Também gostariamos que o (a) senhor (a) permitisse o acesso aos
dados do seu prontuario. Como beneficios ao paciente, acreditamos que a
identificagdo de marcadores para as crises vaso-oclusivas possibilitara
métodos de prevencdo mais eficazes para o evento, promovendo 0 aumento
da qualidade de vida dos pacientes.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais, sendo divulgadas
apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
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voluntarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo garantido o
sigilo sobre a sua participacdo. Todos os dados coletados nesta pesquisa
ficardo armazenados em computador pessoal sob a responsabilidade do
pesquisador responsavel, no endereco acima informado, pelo periodo minimo
de 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagaranada para participar desta pesquisa. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas
pelos pesquisadores. Fica também garantida indeniza¢cdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participagao na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extrajudicial. Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos
deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia
s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.:
(81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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Caracterizagcdo génica e proteica de citocinas inflamatérias em
pacientes com anemia falciforme durante e ap0s crise vaso-oclusiva

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO

Eu, , CPF :
abaixo assinado, ap0s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter
tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar do estudo "Caracterizacéo
génica e proteica de citocinas inflamatérias em pacientes com anemia
falciforme durante e apOs crise vaso-oclusiva”, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos
e beneficios decorrentes de minha participagéo. Foi-me garantido que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer
penalidade.

Local e data

Assinatura do participante

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do voluntario em participar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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Curriculum Vitae

Dados pessoais

Nome Marcondes José de Vasconcelos Costa Sobreira

Filiacdo Marcondes Costa Sobreira e Tatiana Maria Vilela de Vasconcelos Sobreira
Nascimento 28/10/1993 - Recife/PE - Brasil

Carteira de ldentidade 5801426 SDS — PE — 26/07/2018

CPF 146.167.897-89

Endereco eletrénico marcondesj93@hotmail.com

Formacao académicaltitulacao

2017 Mestrado em Programa de P4s-Graduacdo em Genética.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: Caracterizacdo génica e proteica de citocinas inflamatérias em
pacientes com anemia falciforme durante e apds crise vaso-oclusiva
Orientador: Marcos André Cavalcanti Bezerra
Co-orientador: Antonio Roberto Lucena de Araujo
Bolsista do(a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior

2013 - 2017 Graduacdo em Biomedicina.
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
Titulo: AVALIA(;AO DA INFLUENCIA DO POLIMORFISMO IVS-14-1046
C>T NO GENE ANXA2 COM O DESENVOLVIMENTO DE DOPPLER
TRANSCRANIANO DE ALTO RISCO EM PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME
Orientador: Rayssa Leal Borges de Medeiros

2015 - 2016 Graduacdo em Biomedical Science.
National University of Ireland Galway, NUI Galway, Galway, Irlanda
com <B>periodo sanduiche</B> em National University of Ireland Galway
(Orientador: Dr. Helen Dodson)
Bolsista do(a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior

2009 - 2010 Ensino Médio (20 grau) .
Colégio Nossa Senhora das Dores (Nova Friburgo - RJ), CNSD, Brasil, Ano
de obtencéo: 2010

Formacao complementar

2019 - 2019 Curso de curta duragdo em IV Curso de Imersdo em Liquidos Biol6gicos.
(Carga horéria: 20h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2017 - 2017 Curso de curta duragdo em V Curso de Interpretacdo do Hemograma. (Carga
horaria: 45h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil
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2014 - 2014 Curso de curta duracdo em PCR em tempo real como ferramenta para o
diagnostico molecular. (Carga horaria: 8h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

2013 - 2013 Curso de curta duracdo em Biologia do Cancer: Principios Moleculares,
Celulares e Teciduais. (Carga horaria: 30h).
Universidade Federal de Pernambuco, UFPE, Recife, Brasil

Projetos
Projetos de pesquisa

2017 - Atual Caracterizacao génica e proteica de citocinas inflamatdrias em pacientes com
anemia falciforme durante e apds crise vaso-oclusiva

Situagdo: Em andamento Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Mestrado académico (4); Doutorado (2);

Integrantes: Marcondes José de Vasconcelos Costa Sobreira (Responsével); ; Antonio

Roberto Lucena Araujo; Marcos Andre Cavalcanti Bezerra

2016 - 2016 Analysis of H2AX abundance in human mesenchymal stem-cells

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (2); Mestrado académico (4); Mestrado profissionalizante
(2); Doutorado (6);

Integrantes: Marcondes José de Vasconcelos Costa Sobreira (Responsavel); ; Helen
Dodson

2014 - 2015 Viabilidade, Expansdo e Caracterizacdo das Células-Tronco da Geléia de
Wharton do Corddo Umbilical Humano, Criopreservadas com Meio
Enriquecido com Emuls&o de Vitamina E

Situacdo: Concluido Natureza: Projetos de pesquisa

Alunos envolvidos: Graduacao (4); Mestrado académico (1); Doutorado (4);

Integrantes: Marcondes José de Vasconcelos Costa Sobreira (Responsavel); ; Marcia

Bezerra da Silva

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, L& Bem

Espanhol Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Italiano Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé

Razoavelmente

Portugués Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, L& Bem
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Producéo

Producéao bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos

1. BATISTA, THAIS HELENA CHAVES; SOBREIRA, MARCONDES JOSE DE VASCONCELOS
COSTA; SANTANA, RODRIGO MARCIONILO DE; ARCANJO, GABRIELA DA SILVA; RAMOS,
CAMILA MABEL DE ALBUQUERQUE; ALBUQUERQUE, DULCINEIA MARTINS; ARAUJO,
ADERSON DA SILVA; ANJOS, ANA CLAUDIA MENDEONCA DOS; COSTA, FERNANDO
FERREIRA; LUCENA-ARAUJO, ANTONIO ROBERTO; BEZERRA, MARCOS ANDRE
CAVALCANTI

Interaction between hemoglobin S and N-Baltimore: a case report in Pernambuco, Brazil.
Hematology, Transfusion and Cell Therapy., v.41, p.1 - 4, 2019.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. SOUZA, M. B. S.; MARTINS, D. A. P.; SANTANA, R. M.; Sobreira, M. J. V. C.; RAMOS, C. M.
A.; XAVIER, A. L.; ARCANJO, G. S.; ARAUJO, A. S.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; BEZERRA, M.
A. C.
AVALIACAO DE POLIMORFISMOS NO GENE BMP6 COM O DESENVOLVIMENTO DE
OSTEONECROSE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME In: Congresso Brasileiro de
Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2017, 2017, Curitiba.

REVISTA BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA. , 2017.

2. SOUZA, M. B. S.; MARTINS, D. A. P.; Sobreira, M. J. V. C.; BATISTA, T. H. C.; RAMOS, C.
M. A.; XAVIER, A. L.; OLIVEIRA, J. M. F.; ARAUJO, A. S.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; BEZERRA,
M. A. C.

AVALIACAO DE POLIMORFISMOS NO GENE VDR NA SUSCEPTIBILIDADE AO
DESENVOLVIMENTO DE OSTEONECROSE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME In:
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2017, 2017,
Curitiba.

REVISTA BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA. , 2017.

3. SILVA, E. N.; ARCANJO, G. S.; XAVIER, A. L.; RAMOS, C. M. A.; Sobreira, M. J. V. C;
BATISTA, J. V. G. F.; BATISTA, T. H. C.; ARAUJO, A. S.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; BEZERRA,
M. A. C.
CARACTERIZAQAO DOS HAPLOTIPOS DO CLUSTER BETA DE PACIENTES COM
HEMOGLOBINOPATIA SC DE PERNAMBUCO In: Congresso Brasileiro de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2017, 2017, Curitiba.

REVISTA BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA. , 2017.

4. BATISTA, T. H. C.; SANTANA, R. M.; ARCANJO, G. S.; RAMOS, C. M. A,; Sobreira, M. J. V.
C.; XAVIER, A. L.; MENEZES, A. G.; ANJOS, A. C.; LUCENA-ARAUJO, A. R.; BEZERRA, M. A.
C.
INTERAQAO ENTRE AS HEMOGLOBINAS S E N-BALTIMORE: UM RELATO DE CASO In:
Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular - HEMO 2017, 2017,
Curitiba.

REVISTA BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA. , 2017.

Apresentacédo de trabalho e palestra
1. Sobreira, M. J. V. C.

Hemoglobalizando: a visdo além dos vasos, 2018. (Conferéncia ou palestra,Apresentacao
de Trabalho)
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Eventos

Participacdo em eventos
1. Apresentacéo de Poster / Painel no(a) Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia
e Terapia Celular - HEMO 2017, 2017. (Congresso)

AVALIAGAO DE POLIMORFISMOS NO GENE VDR NA SUSCEPTIBILIDADE AO
DESENVOLVIMENTO DE OSTEONECROSE EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME.

2. Il Simposio Nacional de Hematologia Oncologia D’Or, 2017. (Simpdsio)

Organizacédo de evento

1. Sobreira, M. J. V. C.
VIIl Jornada de P6s-Graduagdo em Genética, 2018. (Congresso, Organizacdo de evento)
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