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RESUMO

A anemia falciforme (AF), doenca causada por uma mutacdo em homozigose no gene
da beta globina e formacdo de uma variante estrutural da hemoglobina (HbS), é
caracterizada por quadro hemolitico e inflamatério cronico desencadeando
sintomatologia heterogénea entre os pacientes. O grupo heme, liberado na hemolise,
promove a ativacdo do inflamassoma NLRP3 culminando na liberacdo de IL-13 e IL-
18. Polimorfismos no gene NLRP3 ja foram associados com doencas inflamatdrias e
podem estar relacionados com a fisiopatologia da AF. Neste estudo foi avaliada a
associacado dos polimorfismos rs10754558 e rs4612666 do gene do inflamassoma
NLRP3 em 880 individuos (58% adultos e 42% pediatricos) com AF atendidos no
HEMOPE. As genotipagens foram realizadas utilizando sondas TagMan®. No grupo
pediatrico, o0 SNP rs10754558 foi associado com menor frequéncia de sequestro
esplénico agudo (SEA) nos pacientes de genétipo CC (p = 0,003) e alelo C (p = 0,009).
Nestes mesmos pacientes foram observadas menor incidéncia cumulativa para o
desenvolvimento SEA (p = 0,003) quando comparados os gendtipos CC versus
CG/GG, assim também, foram associados com menor recorréncia dessa
manifestacao clinica nos pacientes com genétipo CC (p=0,001) e com o alelo C (p =
0,0008). O rs10754558 também foi associado com maior frequéncia de priapismo no
grupo pediatrico (p = 0,047). Os pacientes pediatricos de genétipo CC para o
polimorfismo rs1075455 apresentaram menores niveis de hemoglobina (p = 0,045).
No grupo adulto ndo foram encontradas associa¢des para os SNPs analisados e nem
para o SNP rs4612666 no grupo pediatrico. Dessa forma, esses resultados apontam
o polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3 como um potencial modulador de risco
para complicacdes clinicas de pacientes com AF.

Palavras-chave: Doenca falciforme; Inflamassoma NLRP3; rs10754558; rs4612666.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA), a disease caused by a homozygous mutation in the beta-
globin gene and the formation of a structural variant of hemoglobin (HbS), is
characterized by a chronic hemolytic and inflammatory condition that leads to
heterogeneous symptoms among patients. The heme group, released during
hemolysis, triggers the activation of the NLRP3 inflammasome, resulting in the release
of IL-1B and IL-18. Polymorphisms in the NLRP3 gene have been previously
associated with inflammatory diseases and may be related to the pathophysiology of
SCA. In this study, the association of the rs10754558 and rs4612666 polymorphisms
of the NLRP3 inflammasome gene was evaluated in 880 individuals (58% adults and
42% pediatric) with SCA treated at HEMOPE. Genotyping was performed using
TagMan® probes. In the pediatric group, the SNP rs10754558 was associated with a
lower frequency of acute splenic sequestration (ASS) in patients with the CC genotype
(p =0.003) and the C allele (p =0.009). These patients also showed a lower cumulative
incidence of ASS development (p = 0.003) when comparing genotypes CC versus
CG/GG. Likewise, they were associated with a lower recurrence of this clinical
manifestation in patients with the CC genotype (p=0.001) and the C allele (p = 0.0008).
rs10754558 was also associated with a higher frequency of priapism in the pediatric
group (p = 0.047). Pediatric patients with the CC genotype for the rs1075455
polymorphism had lower hemoglobin levels (p = 0.045). No associations were found in
the adult group for the analyzed SNPs or for the SNP rs4612666 in the pediatric group.
Thus, these results suggest that the rs10754558 polymorphism in the NLRP3 gene
could be a potential risk modulator for clinical complications in SCA patients.

Keywords: Sickle cell disease; NLRP3 inflammasome; rs10754558; rs4612666.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) € uma doenca hereditaria causada pela
homozigose de uma mutacédo de ponto no gene da globina B (HBB), a qual leva a
substituicdo do aminoéacido &cido glutamico pela valina na 62 posi¢cdo da cadeia 8
globinica, resultando na formacdo de uma variante estrutural da hemoglobina, a
hemoglobina S (Hb S). Sob condi¢cbes de hipoxia, a Hb S se organiza na forma de
polimeros, causando alteracbes morfolégicas na hemacia, resultando por fim na
falcizacdo da mesma. A interacdo dessas células falcizadas com o endotélio
vascular, leva a producado de radicais de oxigénio pelas células endoteliais, além
da ativacdo de fatores de transcricdo que regulam a sintese de moléculas de
adesdo. Este panorama produz um quadro pro-inflamatério, com ativacdo de
leucécitos e plaquetas circulantes e aumento de citocinas pré-inflamatorias,
culminando por fim em episddios de vaso-oclusdo, seguido por isquemia e infarto
em varios tecidos. A ocorréncia desses eventos, juntamente com a hemodlise,
compde um conjunto de fatores fisiopatolégicos determinantes da grande maioria
dos sinais e sintomas presentes nos pacientes com AF.

Grande parte da hemolise na AF ocorre via reconhecimento e destruicao
extravascular das hemacias falcizadas por macréfagos teciduais, entretanto cerca
de um terco da hemdlise € intravascular. A hemolise crbnica, caracteristica da
doenca, promove a liberacdo constante de hemoglobina livre que é oxidada
liberando o heme, um importante padrédo molecular associado a danos (DAMP, do
inglés Damage-associated molecular patterns). O heme promove a formacéo de
espécies reativas de oxigénio, ativacao do receptor Toll-like 4 (TLR4, do inglés, Toll
like receptor), geracdo de armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETs, do
inglés neutrophil extracellular traps) e liberacdo de mais DAMPs derivados de
tecidos ou células. O heme livre pode contribuir para a inflamacao estéril, ativando
o complexo inflamassoma nas células vasculares e inflamatérias com consequente
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Dessa forma, a inflamacgé&o estéril promove
ainda mais a vaso-oclusao por meio da ativacéo continua da adeséo de neutrofilos,
plaguetas e células endoteliais.

Os inflamassomas sdo complexos multiméricos ativados por DAMPs
derivados de células e tecidos. ApOs a ativacdo, os inflamassomas processam e

liberam IL-1B e IL-18 ativadas. Dentre os inflamassomas, o NLRP3 € o complexo
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inflamassoma mais estudado. Foi apontado que o heme livre e a hemoglobina livre
oxidada promovem a ativacdo do NLRP3. Dessa forma, tendo em vista o processo
de hemdlise crbnica, é provavel que na AF a ativacdo de NLRP3 esteja aumentada.
Niveis elevados de NLPR3, IL-13 e IL-18 foram observados em pacientes com AF,
em comparacdo com individuos controles saudaveis, sugerindo papel do
inflamassoma na fisiopatologia da doenca.

Uma das caracteristicas da AF é a variabilidade de suas manifestacdes
clinicas, e as razbes para essa heterogeneidade ainda ndo sdo completamente
entendidas. Diante disso, percebe-se a relevancia da investigacdo de marcadores
genéticos especificos que possam predizer a susceptibilidade de individuos
portadores de AF quanto ao risco de desenvolvimento de complicagfes clinicas
graves relacionadas a doenca. Polimorfismos nos genes NLRP3 e IL18 j4 foram
relacionados com quadro clinico adverso em pacientes com AF. Assim,
considerando o papel do inflamassoma NLRP3 no desencadeamento de quadro
inflamatorio exacerbado, a investigacao de polimorfismos no gene NLRP3 torna-se
relevante a fim de identificar possiveis marcadores prognésticos, além de fornecer

novos dados sobre a patogénese desta doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANEMIA FALCIFORME

2.1.1 Breve historico e etiologia

Em 1910, o médico James Herrick, descreveu o caso de um jovem
afrodescendente nos Estados Unidos que apresentava anemia grave, ictericia,
Ulcera de perna e dores fortes nas articulacdes aliados a presenca de hemacias
peculiarmente alongadas no estiraco sanguineo (HERRICK, 1910). A primeira
descricdo na literatura de um caso de anemia falciforme (AF) seguiu-se de anos de
relatos de caso similares e de rapido desenvolvimento na elucidacdo das bases
etioldgicas da doenga (SERJEANT, 2010; SERJEANT et al., 2017). O formato em
forma de foice, caracteristico das hemacias dos doentes, batizou a condicdo de
“doenga das células falciformes” ou anemia falciforme (MASON, 1922). Aquela
época o termo AF era designado para descrever individuos, em sua maioria negros,
com predisposi¢do hereditaria para anemia, episodios de ictericia e crises de dor
nas articulagbes (HAHN; GILLESPIE, 1927). O padrdo de herdabilidade
autossdmico recessivo da AF foi corretamente proposto em 1947 pelo estudante
de medicina baiano Jessé Accioly (ACCIOLY, 1947). Nesse tempo, o trabalho
permaneceu oculto nos arquivos da universidade local, recebendo reconhecimento
internacional apenas em 1973 (AZEVEDO, 1973), enquanto os ja consagrados
trabalhos de Neel e Beet levaram o pioneirismo da descoberta (BEET, 1949; NEEL,
1949).

Ainda em 1949, ao observar diferencas no padrdo eletroforético das
hemoglobinas de individuos normais, de doentes e de portadores da AF, Linus
Pauling e colaboradores, demonstraram que a AF era uma doenga molecular, a
primeira ja descrita (PAULING et al.,, 1949). Apoiados nestas descobertas, 0s
estudos subjacentes em bioquimica e genética contribuiram para a compreensao
das bases moleculares desta, e de outras doencas. Hoje sabe-se que a AF € uma
hemoglobinopatia autossémica recessiva decorrente de uma mutacao no gene que
codifica a beta globina (HBB), localizado no cromossomo 11p15.15 (SERJEANT et
al., 2017) (Figura 1). A alteragdo molecular da AF consiste na substituicdo da base
adenina por timina no sexto cédon do gene HBB, levando a troca do aminoacido

acido glutamico pela valina (HBB rs334; B> GAG—GTG; glu6val). Dessa forma, ao
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invés da sintese de tetrameros de hemoglobina normal (Hb A), ha a formacao de

uma hemoglobina variante, a hemoglobina S (Hb S) (KATO et al., 2018; WILLIAMS;
THEIN, 2018).

Figura 1 - Alteragcbes genéticas no gene da beta globina. Individuos com hemoglobina A (HbA)
possuem duas subunidades a-globina e duas subunidades (3-globina a qual é codificada pelo gene
HBB. O alelo 3S, é resultante de uma substituicdo de adenina por timina levando a substituicdo do
acido glutdmico por valina na posi¢cao 6 da cadeia 3-globina madura, formando a hemoglobina S.
Individuos com um alelo BS tém o trago falciforme (HbAS), enquanto individuos com anemia
falciforme, possuem os dois alelos (3S.
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Fonte: Adaptado de Kato et al. 2018.

Ao espectro de doencas caracterizadas pela presenca da alteracdo da Hb S
em homozigose ou heterozigose composta, da-se o nome de doenca falciforme
(DF). Dos casos de DF, a maioria séo de individuos com homozigose para a Hb S,
isto é, com AF (REES et al., 2010). A alteracdo RS pode ainda ser herdada em
associacdo com outros defeitos qualitativos ou quantitativos na cadeia beta
globinica, como outras hemoglobinas variantes (por exemplo Hb C e Hb D), ou
distlrbios beta-talassémicos (B* ou B° talassemia), justificando a clinica variavel da
DF (AZAR; WONG, 2017; PINCEZ et al., 2022). A condicéo de heterozigose (Hb
AS), chamada de trago falciforme, é clinicamente assintomatica e ndo ha formacéo

de hemécias falcizadas no sangue sob condi¢des normais (AZAR; WONG, 2017).
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2.1.2 Epidemiologia

A origem presumida do aparecimento da mutagdo do alelo B remonta de
mais 7.000 anos atras no continente africano (SHRINER; ROTIMI, 2018). Assim, &
sem surpresa que atualmente a prevaléncia da AF seja alta em regifes endémicas
para a malaria como a Africa subsaariana, o Oriente Médio, e a india devido a
vantagem de sobrevivéncia que o trago falciforme proporciona contra a infeccéo
pelo Plasmodium falciparum (PIEL et al., 2010; SERJEANT, 2013). Aliado a isso,
as ondas migratérias populacionais e o comércio de escravos vindos da Africa
favoreceram a dispersao do alelo B> mundialmente (PIEL et al., 2014, 2017). Por
ano, aproximadamente 300.000 nascimentos no mundo séo de individuos com AF
e estimativas apontam que no ano de 2050 este numero possa chegar a mais
400.000 nascimentos, dos quais 85% serdo na Africa (Figura 2) (PIEL et al., 2013).

Figura 2 - Ndmero estimado de nascimentos de individuos com anemia falciforme por 100.000
nascimentos por pais no ano de 2015.
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Fonte: Adaptado de Kato et al. (2018).

No Brasil, a AF é mais prevalente em individuos afrodescendentes, reflexo
do trafico negreiro forcado na época da colonizacdo (SANTOS et al.,, 2021).
Segundo dados estimados do Ministério da Saude, estima-se que existam entre
60.000 a 100.000 pessoas com DF no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2018) A
prevaléncia do alelo BS no Brasil é bastante heterogénea, variando de 1.2% a 10.9%
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a depender da regido do pais, sendo mais prevalente nas regidées Norte e Nordeste
(KATO et al., 2018; SANTOS et al., 2021).

Considerado um problema de saude publica no pais, dados mostram que de
2000-2019, ocorreram 2.422 mortes devido a DF em individuos menores de 20
anos, com maior incidéncia até os 4 anos de idade (DO NASCIMENTO et al., 2022).
Segundo dados do Programa de Triagem Neonatal, para o ano de 2021, foi
estimada uma incidéncia de DF no Brasil de 1 para cada 2.567 nascidos vivos, de
traco falciforme de 1 para cada 43 nascidos vivos e 442 mortes atribuidas a DF
(Tabela suplementar 1). Em Pernambuco, a incidéncia de DF no ano de 2021 foi
de 1 para cada 3.236 nascidos vivos, de traco falciforme de 1 para cada 51 nascidos
vivos e 15 mortes atribuidas a DF (PNTN-CGSH/DAET/SAES/MS, 2023) (Figura
3).

Figura 3 - Estimativa de casos de doenca falciforme (DF) e trago falciforme (AS) por nascidos vivos
e Obitos por DF relatados no Brasil no ano de 2021.

Amazonas

DF: 1:6.538 v} DF: 1:3.236
As: 1:68 rer v As: 1:51
Obito: 4 C N, o Obito: 15

| S e, ;
Mato Grosso o Q 4 40l Bahia
DF: 1:2.629 { ¢ ( l s & DF: 1:1.091
As: 1:48 & o 4 A AS: 1:26
Obito: 11 T [ = Q // Obito: 64
~ 59 M9

Sao Paulo ! o

DF: 1:3.072 L~ & DF: 1:1.572
As: 1:44 “- b Q ) As: 1:35
Obito: 85 [ QQ pn Obito: 48

s

Parana botnd Rio de Janeiro
DF: 1:12.907 Ve DF: 1:2.110
AS: 1:64 y 7 AS: 1:35
Obito: 10 . 4 Obito: 54

Fonte: Autoria propria, com dados extraidos do Relatério Anual de dados do PNTN, 2020-2022,
Sistema de Informagfes sobre Mortalidade — SIM/MS e Plataforma Integrada de Vigilancia em
Saude — Plataforma IVIS/MS.

O ano de 2001 marca a época em que, mediante portaria n® 822/01, o
Ministério da Saude incorporou a pesquisa de DF e outras hemoglobinopatias como
parte do Programa Nacional de Triagem Neonatal, atingindo a universaliza¢do para
todos os estados em 2014 (SANTOS et al., 2021; SILVA-PINTO et al., 2019). Além
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do diagnostico precoce, o screening de hemoglobinopatias contribuiu para a
melhoria da qualidade de vida dos pacientes e implementacdo de medidas
profilaticas, cruciais principalmente nos 5 primeiros anos de vida (SANTOS et al.,
2021). Apesar dos avancos, as taxas de mortalidade ainda apontam para a
necessidade de descentralizacéo do diagndstico e do tratamento da doenca no pais
(CORDOVIL et al., 2023).

2.1.2 Fisiopatologia

O evento central responséavel pelo desencadeamento da fisiopatologia da AF
€ a polimerizacdo da Hb S em situacdes de baixa tensdo de oxigénio (O2)
(WILLIAMS; THEIN, 2018). A troca do aminoacido hidrofilico acido glutamico pela
valina hidrofébica afeta a regido externa do tetramero de hemoglobina. Dessa
forma, a hidrofobicidade do aminoéacido valina promove a sua interagdo molecular
com regifes hidrofébicas de cadeias beta globinicas adjacentes, favorecendo a
polimerizacdo dos tetrameros quando desoxigenados (EATON, 2020; PICCIN et
al., 2019). Os polimeros individuais rapidamente se desenvolvem e se agregam em
longas fibras que levam a deformabilidade e rigidez dos eritrocitos, tornando-os
falcizados (SUNDD et al., 2019). O processo de polimerizacao é reversivel quando
restabelecidas tensfes normais de O2. No entanto, ciclos de polimerizacéo e
despolimerizacdo subsequentes causam danos ao citoesqueleto eritrocitario,
tornando as células irreversivelmente falcizadas (KATO et al., 2018; STEINBERG,
2008). A hemécia falcizada, ou drepandcito, possui modificacdes nas propriedades
da membrana, com reducdo da sua flexibilidade e resisténcia, além de maior
aderéncia ao endotélio vascular (Figura 4) (KUYPERS, 2014).

Além da concentracdo de Oz, o fendbmeno de polimerizagcdo da Hb S é
dependente de outros fatores como a concentragdo intraeritrocitaria de Hb S,
concentracéo de difosfoglicerato (2,3-DPG), pH, temperatura, reducdo de agua e
ions celulares (desidratacéo) e presenca de outras hemoglobinas como a Hb A ou
a Hb fetal (Hb F) (FERRONE, 2018; PICCIN et al., 2019). A taxa de polimerizagéo
é diretamente proporcional a concentracao intraeritrocitaria de Hb S e inversamente
proporcional a concentracdo de Hb F. Esta Ultima copolimeriza menos efetivamente
com a Hb S, diminuindo, portanto, a taxa de falcizacao, impactando favoravelmente
nos desfechos clinicos da doenca (AZAR; WONG, 2017; SAAH et al., 2022). Além
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disso, a desidratacédo eritrocitaria afeta consideravelmente a polimerizacédo da Hb
S.

Figura 4 - Resumo dos principais eventos fisiopatologicos da anemia falciforme. (A) A polimerizagéo
da desoxi-HbS leva a formacéo de eritrécitos falcizados. (B) As células falcizadas desencadeiam a
oclusdo microvascular através de interacdes com neutréfilos e plaquetas ativadas e adeséo ao
endotélio vascular, levando a isquemia e hipéxia tecidual. (C) Devido a hemolise ha liberacédo de
hemoglobina com consequente oxidacédo do heme. O heme funciona como um DAMP que ativa as
células endoteliais, macréfagos e neutréfilos e promove a formacdo de NETSs via ligacdo com o
TLR4. A NADPH oxidase, a xantina oxidase (XO) e a NO-sintase endotelial (NOS) geram radicais
livres de oxigénio que contribui para a disfuncdo endotelial. (D). Tais fatores contribuem para a
inflamacéo estéril, ativando a via do inflamassoma em células vasculares e inflamatdrias para liberar
IL-1B e IL-18. Finalmente, a inflamagao estéril promove ainda mais a vaso-oclusdo, aumentando a
adesividade dos neutrofilos, plaquetas e células endoteliais.
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Fonte: Adaptado de Sundd et al. (2019).

Na AF, a atividade de importantes canais de transporte idnico membranares,

como o canal de cotransporte de potassio (K*) e cloro (Cl) e o canal de Gardos
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[canal de transporte de K* ativado pelo aumento do célcio (Ca?*) intracelular],
encontra-se alterada (BRUGNARA, 2018). O efluxo aumentado de K+ pelos dois
sistemas de transporte, € acompanhado pelo efluxo de agua, causando
desidratacédo celular e consequentemente aumento na concentracdo de Hb S,
favorecendo a polimerizacdo (BRUGNARA, 2018; SHMUKLER et al., 2019).

A falcizacdo promove alteracdes reoldgicas e lesédo celular culminando por
fim em uma cascata de eventos que afetam diversos tipos celulares e tecidos, com
diversas consequéncias clinicas e patolégicas (WILLIAMS; THEIN, 2018). Assim a
fisiopatologia da AF pode ser dividida em quatro eventos cruciais, que acontecem
simultaneamente e se retroalimentam: a polimerizacdo da desoxi-Hb S, a adesé&o
endotelial com oclusédo na microvasculatura, a hemdlise e disfuncdo endotelial e a
inflamacao estéril (SAAH et al., 2022) (Figura 4).

2.1.2.1 Vaso-oclusao

A vaso-oclusdo, um dos principais eventos responsaveis pela fisiopatologia
da AF, consiste na obstrucdo de vasos, principalmente na microcirculacao,
favorecida pelo fluxo sanguineo mais lento e concentragbes de Oz diminuidas
nessas regides (CONRAN; EMBURY, 2021). A nivel celular, os eventos vaso-
oclusivos sao resultado da disfuncédo endotelial e interacdes entre os eritrécitos
falcizados aderentes, leucdcitos e plaquetas. A heméacia falcizada possui perda da
distribuicdo assimétrica de fosfolipidios na bicamada lipidica membranar,
resultando na exposicdo de fosfatidilserina (PS) negativamente carregada na sua
superficie externa (KUYPERS, 2014). Essa mudanca, além de favorecer a retirada
precoce dos eritrécitos de circulacdo pelo sistema reticulo endotelial (SRE),
também promove uma maior adesdo dessas células por meio da interacdo da PS
com receptores de células endoteliais, como o0 receptor especifico de
fosfatidilserina (PSR) e a molécula de adesdo CD36 (Gplllb) (PICCIN et al., 2019;
SETTY; GAYEN BETAL, 2008).

Além desses receptores, a interacdo de varias moléculas de adeséo tem sido
implicada na fisiopatologia do processo vaso-oclusivo, incluindo a integrina a41
expressa na superficie de leucdcitos, a proteina luterana/molécula de adesao
celular basal (LU/BCAM) expressa em eritrécitos e em células endoteliais, a

trombospondina 1 (TSP-1) e fator de von Willebrand (FYW) que medeiam a
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interac&o dos eritrécitos com o endotélio, entre outros (DARBARI et al., 2020; SHI
et al., 2022).

Aliado a isto, a interacéo dos eritrocitos falcizados com o epitélio endotelial,
leva a producéo de radicais livres de oxigénio (ROS) pelas células endoteliais, o
gue por sua vez induz a ativacdo da expressao de varios genes que expressam
moléculas de adesdo como a molécula de adesado celular vascular 1 (VCAM-1),
molécula de adeséao intercelular 1 (ICAM-1), a E-selectina e a P-selectina na
superficie do endotélio (CONRAN; EMBURY, 2021). A P-selectina, também
expressa na superficie de plaquetas, € uma importante molécula para
desencadeamento da vaso-oclusdo, pois medeia o rolamento e adesdo dos
leucécitos e hemécias falcizadas a superficie do vaso, além de favorecer a
formacao de agregados entre as plaquetas e os neutréfilos (KUTLAR; EMBURY,
2014; ZHANG, DACHUAN et al.,, 2016). Dessa forma, além dos eritrOocitos
falcizados, os leucécitos e plaquetas aparecem como importantes contribuintes
para a oclusdo vascular (TORRES; HIDALGO, 2022; ZHANG, DACHUAN et al.,
2016).

Outro evento pelo qual os neutrofilos podem contribuir para a vaso-ocluséo,
€ por meio da formacdo das armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS, do
inglés neutrophil extracellular traps). As NETs s&o estruturas extracelulares de
cromatina descondensada, histonas e proteinas derivadas de granulos, como
elastase neutrofilica, gelatinase, catepsina G e mieloperoxidase (NADER et al.,
2021a; TORRES; HIDALGO, 2022). Fisiologicamente estas estruturas sao
liberadas pelos neutréfilos em resposta a presenca de patégenos, favorecendo a
ativacdo da resposta imune inata (SUNDD et al., 2019). Na AF, a liberacédo das
NETSs é favorecida pela presenca de mediadores liberados no processo hemolitico,
como o heme, o que contribui para a agregagéo de outros neutrofilos e plaquetas,
favorecendo a vaso-oclusdo (CHEN, GRACE et al., 2014; NADER; CONRAN; et
al., 2021; ZHANG, DACHUET al., 2016).

Em conjunto, estes eventos formam um panorama complexo com interacéo
de diversos tipos celulares, moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios
culminando, por fim, na ocluséo de vasos de pequeno calibre, seguido de hipoxia,
isquemia, leséo de reperfusao, dano tecidual isquémico e inflamacgéo (JANG et al.,
2021; SUNDD et al., 2019).
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2.1.2.2 Hemolise

A anormalidade estrutural da hemacia falcizada além de favorecer a adeséo
celular, também determina flexibilidade e resisténcia eritrocitaria reduzidas, sendo
a destruicdo precoce ou hemodlise cronica uma caracteristica marcante na AF
(CONRAN; BELCHER, 2018). A destruicdo dos drepandcitos é tanto intravascular,
mediada pelo sistema complemento, quanto extravascular, mediada pelo
reconhecimento das hemacias alteradas por macrofagos do SRE (PICCIN et al.,
2019). A hemdlise ocorre principalmente via fagocitose extravascular por
macréfagos teciduais, entretanto cerca de um terco ocorre através de destruicdo
intravascular (KATO et al. 2018).

A hemoglobina (Hb), liberada durante a destruicdo das hemécias, €
propensa a oxidacao, levando a formacdo de formas de Hb oxidadas, como a
metahemoglobina e ferril Hb (GBOTOSHO et al., 2021). A oxidacao do ferro heme
enfraquece a associacdo entre este e a cadeia globinica, tornando mais fécil,
portanto, a sua liberagcdo (NYAKUNDI et al., 2019b).

Sob condi¢des normais, a Hb livre e o heme livre, sdo depurados por meio
da sua ligacgdo com as glicoproteinas haptoglobina e a hemopexina,
respectivamente (Figura 5) (BUEHLER et al., 2009; PICCIN et al., 2019). No
entanto, a hemolise crdnica esgota a capacidade dessas proteinas de remocao dos
subprodutos toxicos na hemdlise (YALAMANOGLU et al., 2018). Como
consequéncia, a liberagdo aumentada de moléculas intraeritrocitarias, desencadeia
a diminuicdo da disponibilidade do 6xido nitrico (NO) e o aumento do estresse
oxidativo e inflamacédo (GBOTOSHO et al., 2021).

O NO é um gas vasodilatador produzido principalmente pelas células
endoteliais, numa reacdo que consiste na conversdo do amino&cido L-arginina em
citrulina mediado pela classe de enzimas oxido nitrico sintase (NOS) (MORRIS,
2011). Na AF, a diminuicdo da biodisponibilidade do NO é desencadeada por trés
mecanismos resultantes da hemdlise. No primeiro mecanismo, a Hb livre sequestra
o NO formando metahemoglobina e nitrato (KATO et al.,, 2017; REITER et al.,
2002). Alem disso, a arginase-1, uma enzima intraeritrocitaria liberada durante a
lise das hemacias, consome a arginina que € o principal substrato para sintese de
NO, produzindo ornitina (KATO GJ, HEBBEL RP, STEINBERG MH, 2009). Por fim,

a Hb e o heme livre, aumentam o estresse oxidativo e as ROS como a xantina
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oxidase diminuem a disponibilidade de NO (KATO et al., 2017). Dessa forma, a
deplecao crbénica de NO contribui para a vasoconstricdo, vasculopatia proliferativa,
ativacdo de moléculas de adesédo endotelial como VCAM-1 e ICAM-1, ativacdo de
plaguetas e producgéo de endotelina, um potente vasoconstritor (GBOTOSHO et al.,
2021; KATO GJ, HEBBEL RP, STEINBERG MH, 2009; STEINBERG, 2008).

Figura 5 - Contribuicdo da hemodlise intravascular para vasculopatia, inflamacéo e vaso-oclusdo. A
hemodlise intravascular contribui para a diminui¢cdo do 6xido nitrico (NO). Além disso a hemoglobina
oxidada libera heme livre, que pode ativar a liberacdo do fator de crescimento da placenta (PIGF) e
endotelina-1 (ET-1), contribuindo para vasculopatia crénica. O heme e ligantes endégenos (HMGB1)
e exogenos (LPS) do receptor toll-like 4 (TLR4) promovem ativacdo da producdo de ROS,
armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETs) e ativacdo do inflamassoma. A hemodlise
intravascular também libera nucleotideos de adenina, incluindo ATP e ADP, o que contribui para a
ativacdo plaquetaria. Moléculas de adesdo na superficie do endotélio ativado (P-selectina, E-
selectina, VCAM1, ICAML1) interagem com plaquetas adesivas, neutrdéfilos e eritrocitos falciformes,
favorecendo a vaso-ocluséo. L-Arg. L-Arginina; PCR, proteina C reativa; SAA, proteina amiloide A
sérica; Orn, ornitina.
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O aumento da producéo de ROS, desencadeado pelo efeito da Hb e o heme
livre, promove ainda, a ativacdo endotelial e inflamagéo vascular através da
ativacdo de fatores de transcrigcao sensiveis a ROS (NADER et al., 2021a). Além
de promover a liberacdo das NETs, o heme também se mostrou como um potente
ativador da adesao leucocitaria por via dependente de NF-kB e geracdo de ROS
(Figura 5) (MIGUEL et al., 2021; NADER et al., 2020). Ademais, o heme livre se
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mostrou um potente indutor do fator tecidual (TF), sugerindo uma ligacdo da
hemolise cronica com a desregulacdo de mecanismos trombdticos na AF (DE
SOUZA et al., 2017; SETTY et al., 2008).

A Hb e heme livre sdo considerados padrées moleculares associados a
danos eritréides (eDAMPS — do inglés erythrocyte damage-associated molecular
patterns) (SUNDD et al., 2019). Além disso, o dano induzido por ROS, como a
peroxidacdo da membrana lipidica e a fragmentacdo do DNA, também contribui
para a liberagdo de varios padrdes moleculares associados a danos (DAMPs do
inglés damage-associated molecular patterns) derivados de tecidos e células
(NADER et al., 2020). Dentre os principais DAMPs liberados em decorréncia da
hemdlise estdo as microvesiculas eritrocitarias, proteina de choque térmico 70
(Hsp70), ATP, DNA extracelular, DNA mitocondrial, proteina de alta mobilidade do
grupo Box-1 (HMGB1 - do inglés high mobility group box 1 protein) e ciclofilina A
(BOZZA; JENEY, 2020; CONRAN; BELCHER, 2018; NADER et al., 2021b; XU et
al.,, 2014). Tanto os eDAMPS quanto os DAMPs tém sido implicados no
desencadeamento e propagacdo do estresse oxidativo e da inflamacdo estéril
(Figura 5).

2.1.2.3 Inflamacéo

A hemodlise crdnica é uma importante fonte desencadeadora da inflamacao
estéril na AF. De fato, eDAMPS e DAMPS descritos, tém sido relacionados com a
ativacdo do sistema imune inato, por meio do seu reconhecimento por receptores
de reconhecimento de padrdes (PRRs, do inglés pattern recognition receptors)
(BOZZA; JENEY, 2020; DUTRA et al., 2014; DUTRA; BOZZA, 2014; FIGUEIREDO
et al., 2007). Dentre os principais PRRs, estéo as vias sinalizacdo dos receptores
do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll-like receptors) e receptores do tipo NOD (NLRs,
do inglés Nod-like receptors) (BOZZA; JENEY, 2020; DA GUARDA et al., 2017). O
heme livre tem sido descrito com um potente ativador de TLR4 em
monaocitos/macréfagos e células endoteliais (ALLALI et al., 2020; BELCHER et al.,
2014; CONRAN; BELCHER, 2018). Por meio de um mecanismo dependente TLR4
em macroéfagos, o heme leva ao aumento da secrec¢éo do fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) (FIGUEIREDO et al., 2007). A indugdo do TLR4 mediado pelo heme
livre, promove ainda a ativacdo do NF-«B, degranulacdo dos corpos de Weibel-

Palade endotelial, aumento da expressdo de moléculas de adesdo com a P-
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selectina e o FvW, favorecendo assim a vaso-oclusdo na AF (BELCHER et al.,
2014).

Classicamente, a sinalizacdo via TLR4 induzida pelo seu ligante candnico,
o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias, requer a presenca dos cofatores CD14 e o
fator de diferenciacdo mieloide-2 (MD-2, do inglés Myeloid Differentiation Factor-2)
(CONRAN; BELCHER, 2018). Ap0s o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs do inglés pathogen-associated molecular
patterns) de bactérias, o MD-2 forma um heterodimero estavel com o dominio
extracelular de TLR4, culminando na ativacéo de vias de sinalizagéo e producéo de
citocinas proé-inflamatoérias (SALGAR et al., 2023). Foi identificado que o heme, na
AF, ativa a sinalizacdo do TLR4 via ligagdo com MD-2 (BELCHER et al., 2020).
Niveis elevados de MD-2 soltuvel foram observados no plasma de pacientes com
AF e contribuem para a liberacdo de citocinas dependentes de TLR4 nas células
endoteliais, como a interleucina 8 (IL-8) por meio da ligacdo com heme livre
(ZHANG et al., 2021).

Como um agonista pro-inflamatorio, o heme também estimula a ativacao da
via do inflamassoma, um complexo multimérico citoplasmatico de reconhecimento
de danos que promove a maturacao e liberagéo de IL-1B e IL-18 (SUNDD et al.,
2019). O complexo inflamassoma NLRP3 (do inglés nucleotide-binding domain and
leucine rich repeat containing family, pyrin domain containing 3) € o mais
extensivamente estudado, e consiste classicamente no PRR NLRP3, a proteina
speck-like associada a apoptose com CARD (ASC), e a protease inflamatéria
caspase-1 (SALGAR et al., 2023). O heme promove a ativagado do complexo NLRP3
tanto em macrofagos quanto em células endoteliais levando a liberacao de IL-1B3 e
IL-18 (DUTRA et al., 2014; ERDEI et al., 2018). Além de promover a ativagédo do
inflamassoma NLRP3 e a secrecado de IL-13 por macrofagos, contribuindo para a
inflamacgé&o estéril, 0 heme e a resposta inflamatoria desencadeada levam a dano
tecidual e letalidade induzida pela hemdlise (DUTRA; BOZZA, 2014). Além do
heme, outros eDAMPS como a ferril Hb, uma forma de hemoglobina oxidada,
contribuem para a ativacdo do NLPR3 (NYAKUNDI et al., 2019b). Na AF, o
inflamassoma NLRP3 esta mais expresso em plaguetas em resposta a regulacao

do HMGB1, TLR4 e a tirosina quinase de Bruton (BTK, do inglés Bruton tyrosine
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kinase), demonstrando ativacdo do inflamassoma em outros tipos celulares
(VOGEL et al., 2018).

Niveis elevados de IL-13 e IL-18 ja foram observados na AF, indicando a
formagdo de inflamassoma por células inflamatorias (ALAGBE et al., 2018;
CERQUEIRA et al., 2011; PITANGA et al., 2016). A citocina IL-1 pode estimular
a ativacdo de leucocitos e células endoteliais (CONRAN; BELCHER, 2018).
Enquanto a IL-18 pode ser importante no estimulo da proliferacdo e migracao de
células musculares lisas vasculares, ativacdo e recrutamento de neutrofilos, além
de producdo de IFN-y, IL-2 e IL-12 (CERQUEIRA et al. 2011; CONRAN and
BELCHER 2018). Em conjunto, esses achados sugerem que DAMPs resultantes
da hemolise, como o heme e a Hb livre, podem desempenhar um papel importante
no desencadeamento da inflamacao estéril na AF, principalmente por meio de sua
ligacdo a PRRs como o TLR4 e ativacdo das vias NF-kB e NLRP3 e aumento da

producao de citocinas pré-inflamatérias, como IL13 e IL18 (NADER et al., 2020).

2.2 COMPLICACOES CLINICAS

Os eventos vaso-oclusivos, a hemolise cronica e a inflamacao, carateristicos
da fisiopatologia da AF, determinam a ocorréncia de complicacdes clinicas de
frequéncia e gravidade variaveis (KAVANAGH et al., 2022). Os episédios de
oclusdo da microcirculacdo podem acontecer em praticamente todos os 6rgaos e
tecidos, atribuindo um caréter sistémico as complicagfes da AF (KATO et al., 2018).
Os primeiros sintomas clinicos podem aparecer ainda na primeira infancia, apos o
sexto més de vida, periodo em que ha predominio de sintese de cadeias globinicas
BS.

A dactilite ou “sindrome mao-pé” afeta criangas até os 04 anos de idade, e é
causada por episodios de oclusdo de vasos da microcirculacdo, especialmente
agueles localizados na regido medular dos ossos das méos e pés, levando a
inchaco e dor local. A ocorréncia de dactilite nos primeiros anos de vida, assim
como o numero de leucécitos aumentados, foram reportados como importantes
preditores de severidade da AF (SILVA et al., 2015).

O sequestro esplénico agudo (SEA), outra complicacdo comum na infancia, é

considerado como uma importante causa de morte na primeira década de vida de
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pacientes com anemia falciforme (BROUSSE et al., 2012). A prevaléncia estimada
é de 7,5 a 30%, ocorrendo com maior frequéncia entre 3 meses e 5 anos de idade,
sendo 76% dos casos antes dos 2 anos de idade (REZENDE et al., 2009). O SEA
resulta do rapido aprisionamento de hemacias no baco, podendo levar a diminuicdo
do volume sanguineo circulante, choque hipovolémico e morte (REPARAZ et al.,
2022).

Na fisiopatologia desta complicacdo, a baixa velocidade do fluxo sanguineo
na circulagéo aberta da polpa vermelha do baco e a relativa acidez local séo fatores
cruciais (LADU et al., 2021). Estes fatores favorecem a desoxigenacédo da HbS in
Vivo e consequentemente a falcizacao eritrocitaria. Os eritrocitos falcizados exibem
caracteristicas que favorecem o aprisionamento na polpa vermelha do baco,
incluindo rigidez e aumento da expressdo de moléculas de adesao, que promovem
a interacdo com a matriz do baco e macréfagos teciduais (BROUSSE et al., 2012,
2014). O tratamento consiste no rapido diagnostico, suporte clinico e transfusdo de
concentrado de hemacias (REZENDE et al., 2009). Além disso, a prevencao de
novos episodios pode ser alcancada por meio de um regime de transfuséo crénico
ou esplenectomia (REZENDE et al., 2009).

Dentre as complicacBes de carater agudo, a crise vaso-oclusiva (CVO), crise
algica ou crise de dor, representa a maior causa de internacdo hospitalar em
pacientes com AF de todas as faixas etarias (STEINBERG, 2008). Os episodios de
CVO resultam de eventos de ocluséo vascular em diversos tecidos, com lesédo de
isquemia-reperfusdo, ocorrendo mais comumente nhas extremidades, torax,
abdome e costas (WILLIAMS; THEIN, 2018). Diversos fatores podem desencadear
a CVO, como infeccdes, febre, desidratacdo, acidose, exposicdo a altas
temperaturas, umidade e a propria dor, que pode precipitar as crises dolorosas
(ARZOUN et al., 2022).

A fisiopatologia da dor na AF é complexa e envolve tanto a dor neuropatica,
guanto a dor nociceptiva local resultante da ativacao de nociceptores teciduais por
mediadores inflamatorios (KAVANAGH et al., 2022; VELUSWAMY et al., 2019). As
crises dolorosas podem ter duragdo de horas a dias (ou raramente semanas) e
comegam no inicio da infancia, tornando-se mais frequentes em adolescentes e
adultos (BALLAS et al., 2010). O manejo das CVOs varia desde identificar a causa

gue desencadeou a crise (se houver), hidratacdo e uso de analgésicos orais, até
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uso de opioides injetaveis nos casos mais severos (ARZOUN et al.,, 2022).
Adicionalmente, estudos recentes com pacientes com AF mostraram que o0 uso do
crizanlizumabe, um anticorpo monoclonal anti P-selectina, foi associado a reducéo
das crises de dor e do tempo até a primeira crise, além da diminuicdo da
necessidade de uso de opioides (MIGOTSKY et al., 2022).

A sindrome toracica aguda (STA), segunda maior causa de internamentos na
AF, é definida como um novo infiltrado pulmonar visualizado na imagem de raio-X
de térax, mais qualquer um dos seguintes sintomas: dor toracica pleuritica,
hipoxemia, taquipneia ou febre (JAIN et al., 2017; KAVANAGH et al., 2022). Em
uma porcentagem dos casos, a STA pode surgir como desdobramento de uma
internagcdo por CVO aguda ou desenvolver-se de novo como um diagnéstico de
internagcdo (NOVELLI; GLADWIN, 2016; STEINBERG, 2008). As causas mais
comuns que podem desencadear a STA incluem infec¢cbes agudas, embolia
gordurosa da medula 6ssea e microembolia de células sanguineas agregadas
(WILLIAMS; THEIN, 2018). Estudos mostraram que niveis elevados de heme livre
plasmético e hemina (porcdo prostética oxidada da Hb), foram associados com
aumento do risco de STA, destacando papel da hemolise crénica na fisiopatologia
desta complicacdo (ADISA et al., 2013; GHOSH et al., 2013).

Menor idade, menor concentracdo de HbF, Hb basal mais alta e contagem
basal mais alta de leucécitos (WBC) foram considerados fatores de risco
significativos para a STA (JAIN et al.,, 2017). Associada com consideravel
morbimortalidade, a STA tem maior incidéncia em criancas de 2 a 4 anos de idade
e, embora diminua gradualmente com a idade, permanece comum em adultos
(BALLAS et al., 2010). O tratamento da STA consiste em manter a oxigenacao
adequada e hidratacdo, além da necessidade de transfusdes de heméacias
(HELVACI et al., 2014).

O acidente vascular cerebral (AVC) representa uma grave complicacéo da AF,
sendo responsavel por cerca de 20% da mortalidade entre adultos e criangas, antes
do estabelecimento dos protocolos terapéuticos, além de desencadear graves
sequelas cognitivas e motoras (HOPPE, 2005). O AVC é definido como uma
sindrome neurolbgica aguda, secundaria a oclusao de uma artéria, resultando em
isquemia focal acompanhada de sinais e sintomas neurolégicos (BALLAS et al.,
2010; FASANO et al., 2015). O AVC pode ser isquémico, secundario a vasculopatia
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dos vasos cerebrais, mais comum na infancia ou hemorragico, mais comum na
idade adulta (Figura 6) (FAROOQ; TESTAI, 2019). O risco para o AVC pode ser
determinado em individuos até os 16 anos de idade, por meio da ultrassonografia
por Doppler transcraniano (DTC), uma ferramenta que permite detectar a média da
velocidade maxima de fluxo (VMMF) sanguineo nas grandes artérias intracranianas
do poligono de Willis (BERNAUDIN et al., 2011; GUILLIAMS et al., 2019). Dessa
forma, o risco para AVC é proporcional a VMMF sanguineo das artérias (BREWIN
et al., 2017).

O uso do DTC proporcionou uma reducao significativa na incidéncia de AVC
em criancas, por promover o diagndstico e intervencéo precoce nos individuos com
alteracdes no fluxo vascular cerebral (LEE et al., 2006). Contudo, considerando a
fisiopatologia complexa do AVC, a busca por novos marcadores que auxiliem na
predicdo de risco ainda € de grande necessidade (FLANAGAN et al., 2011). As
medidas terapéuticas incluem o regime cronico de transfusfes de heméacias para
prevenir tanto o AVC primario nos casos de DTC alterado, quanto a recorréncia do
AVC (BREWIN et al., 2017; LEE et al., 2006). Além disso, 0 uso da hidroxiuréia,
droga quimioterapica com beneficio principal de aumentar os niveis de Hb F, tem
sido empregado como substituto das transfusdes na prevencao do AVC (WARE et
al., 2016).

O priapismo, caracterizado como uma erec¢do peniana sem estimulo ou
desejo sexual que dura mais de 2 horas, € uma complicacao que pode atingir entre
20% a 89% dos homens e meninos com AF durante a vida (WANG et al., 2016).
Dentre os tipos de priapismo, a forma isquémica, comum na AF, esta associada a
dor peniana e necrose de tecido erétil, podendo levar a disfungéo erétil permanente
(SHAKERI et al., 2015). Apesar da fisiopatologia do priapismo ser pouco conhecida,
é provavel que a disfuncéo na biodisponibilidade de NO possa desempenhar um
papel importante na sua génese (KATO et al., 2007). Além disso, algumas drogas,
como antidepressivos, antipsicoéticos, anticoagulantes, alcool e cocaina, foram
relatadas como causadoras de priapismo (IDRIS et al., 2022). O tratamento padrao
consiste no uso de analgésicos, hidratacdo, aspiracdo e irrigacdo dos corpos
cavernosos e, apesar de eficacia controversa, transfusées (JOICE et al., 2015).

Para casos mais severos de priapismo prolongado, a cirurgia de shunt, onde é feita
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uma comunicacao entre 0S COrpos cavernosos € 0 €esponjoso no pénis, é
recomendada (IDRIS et al., 2022).

Figura 6 - Complicagdes clinicas comuns da anemia falciforme
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Fonte: Adaptado de Williams & Thein (2018).

Dentre as complicacfes cronicas da AF, a Ulcera de perna é a manifestacado
cutdnea/musculo-esquelética mais comum da doenca, sendo associada com
grande morbidade (Figura 6) (ALAVI; KIRSNER, 2015). As Ulceras podem ter
duracdo aguda ou crdnica, podendo essas Ultimas se prolongarem ativas por
meses ou anos, cicatrizando e reativando a ferida multiplas vezes (MINNITI et al.,
2010). A fisiopatologia das ulceras na AF é complexa e multifatorial, envolvendo
mecanismos como oclusdo vascular, hemolise, infeccbes, traumas mecanicos,

controle autondmico anormal com vasoconstricdo excessiva, trombose, diminui¢cao
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da capacidade de transporte de oxigénio devido a anemia e disfuncdo endotelial
(JONES et al. 2013; BOWERS et al. 2013). O manejo clinico das Ulceras de perna
inclui medidas de prevencéao, protecéo, controle da infeccao local, desbridamento
e curativos de compressdo (ALTMAN et al., 2016; MINNITI; KATO, 2016).

A osteonecrose (necrose avascular, asséptica ou isquémica), € uma
complicacéo esquelética prevalente na AF, atribuida a leséo repetida de isquemia-
reperfuséo de superficies articulares (Figura 6). O infarto das superficies articulares
leva a degeneracdo e destruicdo da cartilagem articular, levando a dor e
comprometimento da mobilidade (ADESINA; NEUMAYR, 2019). Geralmente o sitio
mais afetado € cabeca do fémur, podendo ocorrer também nos quadris, nos
ombros, joelhos e outras articulagbes (STEINBERG, 2008). Comumente, a
osteonecrose € detectada em homens até os 50 anos de idade e pode afetar entre
20 a 50% dos pacientes com AF (SEVERYNS; GAYET, 2021). O tratamento com
reducdo do peso, anti-inflamatérios nédo esteroides e fisioterapia tém sido
empregados como medidas basicas, apesar de ndo retardar a progressao
(SEVERYNS; GAYET, 2021). A descompressédo da cabeca do fémur pode ser
realizada como tratamento cirargico conservativo em casos iniciais, e na situacao
de insucesso, a artroplastia total do quadril pode ser considerada (ADESINA;
NEUMAYR, 2019; GATIN et al., 2016).

Além dessas, outras complicacbes agudas e crénicas de dano cumulativo
podem ser observadas como a colelitiase ou calculos biliares, retinopatia,
insuficiéncia renal, cardiopatias, infarto silencioso, hipertensdo pulmonar, entre
outras (BALLAS et al., 2010; WILLIAMS; THEIN, 2018).

2.3 MODULACAO GENETICA NA HETEROGENEIDADE CLINICA DA ANEMIA
FALCIFORME

Pacientes com AF ao longo da vida podem apresentar diferentes cursos
clinicos, variando de casos mais brandos até casos severos com multiplos
internamentos ao ano e lesdo de mudltiplos 6rgaos (WILLIAMS; THEIN, 2018).
Apesar da alteragéo da globina B desencadear os eventos fisiopatoldgicos da AF
para todos os pacientes, fatores ambientais, socioecondémicos, estilo de vida e

outros fatores genéticos podem impactar sobremaneira na gravidade dos sintomas
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clinicos individuais (STEINBERG; ADEWOYE, 2006). Neste contexto, ao longo dos
anos, diversos estudos demonstraram a influéncia de moduladores genéticos na
ocorréncia das complicacdes clinicas da doenca, sendo 0s principais: 0s niveis de
Hb F, os haplétipos BS e a coheranca com a alfa (o) talassemia (DOMINGOS et al.,
2014; HATZLHOFER et al., 2021; SERJEANT et al., 2017).

A Hb F é um tetrdmero de Hb, formado por duas cadeias o e duas cadeias
Y, que €& predominante no periodo fetal de desenvolvimento, mas apds o
nascimento tem sua sintese reprimida (STEINBERG, Martin H, 2020). Entretanto,
ainda por causas diversas e pouco compreendidas, alguns individuos com AF
apresentam sintese elevada de HbF na vida adulta (STEINBERG, Martin H., 2020).
Assim, esses individuos apresentam uma tendéncia a uma clinica mais branda,
visto que a Hb F nao patrticipa do polimero de Hb S, diminuindo dessa forma a taxa
de polimerizacdo e, consequentemente, a ocorréncia das complicacées clinicas da
doenca (ADEKILE, 2021).

Os haplotipos da globina BS sdo combinacdes de sitios polimoérficos ao longo
do cluster da B-globina, em desequilibrio de ligagdo com a alteragédo BS, que ja
foram relacionados com a regulacdo dos niveis de Hb F (ADEKILE, 2021;
BERNAUDIN et al., 2018). Cinco diferentes combinacdes, ou haplétipos, mais
prevalentes foram identificados e nomeados de acordo com a regido geogréfica e
0 grupo étnico em que foram descobertos, s&o eles: Arabe-Indiano ou Saudi (ARB
ou SAU), Bantu ou Republica Centro Africana (BAN ou CAR), Benin (BEN), Senegal
(SEN) ou Camardes (CAM) (SERJEANT et al.,, 2017). Assim, influenciado por
variantes polimorficas na regido promotora do gene da globina vy, os individuos com
AF e haplotipos ARB e SEN apresentam maiores concentracdes de Hb F, tendendo
a cursar com clinica mais branda e o haplétipo BEN cursa com concentracdes de
Hb F intermediaria. O haplotipo CAR, mais comum na maioria das regides do Brasil,
cursa com menores concentracdes e tende a cursar com clinica mais adversa
(BEZERRA et al., 2007; DOMINGOS et al., 2014; STEINBERG; ADEWOYE, 2006).

A coheranga com a talassemia-o. também & um modulador importante na AF.
Na talassemia-a ha diminui¢cdo de sintese de cadeias globinica do tipo a, levando
a um desbalanco de sintese entre as globinas o e 3. Assim, uma vez que ha menos
subunidades de globina o, ha diminuicdo da sintese e concentracdo da Hb S

(PINCEZ et al., 2022; SERJEANT et al., 2017). A coheranca com a talassemia-a
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na AF limita a taxa de hemolise e estd associada com maiores niveis de
hemoglobina basal, volume corpuscular médio (VCM) diminuido, menores niveis
de reticuldcitos, bilirrubina e lactato desidrogenase (LDH), além de menor
incidéncia de calculos biliares, AVC, priapismo e Ulceras de perna e possivelmente
a um aumento na taxa de crises de dor, osteonecrose e sequestro esplénico
(STEINBERG; ADEWOYE, 2006; STEINBERG; SEBASTIANI, 2012)

Apesar de influenciar no fenétipo, para grande parte dos pacientes, a
influéncia desses moduladores nao € bem definida. Considerando a fisiopatologia
complexa da AF e os multiplos mecanismos envolvidos, € provavel que genes
envolvidos nas vias da inflamacao, vasorregulacdo, adeséo celular, hemolise e
hemostasia possam influenciar nos subfenétipos da doenca (FERTRIN; COSTA,
2010; STEINBERG; ADEWOYE, 2006). Dessa forma, estratégias de andlise de
genes candidatos e estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS, do inglés
Genome-Wide Association Study), permitiram a identificacdo de diversas variantes,
ou polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do inglés Single Nucleotide
Polymorphism) em associagcdo com complicagdes da AF (ALSULTAN et al., 2018;
BATISTA et al., 2021a; FLANAGAN et al., 2013). A identificacdo de marcadores
moleculares promove tanto o acompanhamento preventivo, quanto o estudo de
estratégias terapéuticas focadas nos processos que afetam diversas vias
fisiopatolégicas, a fim de prevenir danos aos 6rgdos (PINCEZ et al., 2022). Neste
contexto, genes envolvidos com o processo da inflamacgéo na AF, podem influenciar

nos fendétipos da AF e serem provaveis moduladores da doenca.

2.4 OS INFLAMASSOMAS

O processo inflamatério, desencadeado pelo sistema imune inato, acontece
em resposta a presenga de PAMPs microbianos e DAMPSs teciduais. A ativagédo do
sistema imune inato € majoritariamente mediada pelo reconhecimento de sinais de
dano por PRRs celulares (ACCOGLI et al., 2023; XU; NUNEZ, 2022). Diversos
PRRs ja foram descritos incluindo os receptores TLRs, 0s receptores de lectina tipo
C (CLRs, do inglés C-type lectin receptors), os receptores semelhantes a RIG-I
(RLRs, do inglés RIG-I-like receptors) e os receptores semelhantes a dominios de

oligomerizacao e ligacdo de nucleotideos (NOD, do inglés nucleotide binding and
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oligomerization domain) ricos em repeticbes de leucina (NLRs) (LAMKANFI;
KANNEGANTI, 2010). Os receptores TLRs e os CLRs sdo complexos
transmembranares que reconhecem PAMPs ou DAMPs na superficie celular,
enquanto os receptores RLRs e NLRs reconhecem componentes intracelulares
(LAMKANFI and KANNEGANTI 2010; SEOANE et al. 2020). Os receptores NLRs
participam da formacdo do inflamassoma, um complexo intracelular proteico
multimérico, que processa e cliva citocinas pro-inflamatérias em forma maduras
contribuindo para a resposta imune pré-inflamatéria (MEYERS; ZHU, 2020).

Os complexos inflamassomas sdo formados por trés componentes
principais: um sensor, um adaptador e um efetor. Os inflamassomas diferenciam-
se em dois grupos a depender do sensor/receptor intracelular que o compde, sao
eles os receptores NLRs ou os receptores do tipo AIM2 (ausente no melanoma 2)
(ALRs) (MEYERS; ZHU, 2020). As proteinas adaptadoras promovem a interacao
entre as proteinas sensores e efetoras. A proteina adaptadora do tipo speck
associada a apoptose contendo um dominio de recrutamento de caspase (CARD)
(ASC, do inglés, apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD),
possui um dominio de pirina (PYD) amino-terminal para interacdo com o0 sensor e
um dominio CARD para ligacéo a varias proteinas efetoras de caspase (Figura 7)
(HAFNER-BRATKOVIC, 2023). Por fim, a proteina efetora é frequentemente a pro-
caspase-1 (JIMENEZ-CASTRO et al., 2019).

A familia de receptores NLR é formada por 22 membros em humanos e 34
membros descritos em camundongos (MAN; KANNEGANTI, 2015). Até o momento
alguns inflamassomas pertencentes a familia de receptores NLR ja foram bem
caracterizados, incluindo o NLRP1, NLRC4 e NLRP3 (Figura 7) (MENU; VINCE,
2011). O inflamassoma NLRP1 (NALP1/CARD7) foi o primeiro jA descrito e é
ativado ap0s a deteccdo da toxina letal da bactéria Bacillus anthracis (MAN;
KANNEGANTI, 2015). J& o inflamassoma NLRC4 (IPAF/CARD12) detecta
flagelina e componentes do sistema de secrecéo tipo 3 de bactérias patogénicas
Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Salmonella
typhimurium, e Legionella pneumophila e o bacilo Gram-positivo Listeria
monocytogenes (FRANCHI et al., 2009). Assim, por ser o inflamassoma mais bem
caracterizado, o inflamassoma NLRP3 tem sido implicado em muitas condi¢cbes
distintas (MEYERS; ZHU, 2020).
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Figura 7 - Componentes estruturais dos inflamassomas
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2.4.1 Inflamassoma NLRP3: Estrutura e funcao

O NLRP3, membro da familia NLR (também conhecido como NALP3,
Criopirina, CIAS1, PYPAF1 e CLR1.1) é um sensor intracelular de 118 KDa que
detecta uma grande variedade de particulas microbianas e sinais enddgenos
culminando na liberacdo de mediadores inflamatérios. As mutacdes de ganho de
funcdo no gene NLRP3 foram associadas a sindrome periddica associada a
criopirina (CAPS) (LAMKANFI; KANNEGANTI, 2010). A CAPS é um grupo de
doencas autoinflamatérias autossdbmicas dominante as quais fazem parte a
sindrome autoinflamatoéria familiar ao frio (FCAS), sindrome de Muckle-Wells
(MWS) e a sindrome neuroldgica, cutanea e articular infantil cronica (CINCA)
(SWANSON et al., 2019). A associacédo do inflamassoma NLRP3 com doengas
autoimunes alavancou os estudos sobre a inflamagéo, além de ampliar os estudos
sobre sua participacao na fisiopatologia de outras doencas.

Estruturalmente o NLRP3 consiste em um sensor (NLRP3), um adaptador

(ASC; também conhecido como PYCARD) e um efetor (caspase-1). O sensor
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NLRP3 € uma proteina tripartite que contém um dominio amino-terminal de pirina
(PYD), um dominio central ATPase, conhecido como dominio de ligacdo a
nucleotideos (NOD ou NACHT), e um dominio carboxi-terminal de 12 repeti¢cdes
ricas em leucina (LRR) (SWANSON et al., 2019; XU; NUNEZ, 2022). O dominio
PYD interage molecularmente com a proteina bipartite adaptadora. O dominio
central NOD/NACHT do NLRP3 esta presente em todos os outros membros da
familia NLR. Este dominio inclui um dominio de ligacdo a nucleotideos (NBD), um
dominio helicoidal 1 (HD1), um dominio helicoidal alado (WHD, do inglés winged
helix domain) e um dominio helicoidal 2 (HD2) (LAMKANFI; KANNEGANTI, 2010;
XU; NUNEZ, 2022). O dominio NOD/NACHT tem atividade ATPase, essencial para
a auto-associacdo e funcdo do NLRP3, enquanto o dominio LRR modula sua
ativacao, inibindo-o (Figura 8) (SWANSON et al., 2019).

Figura 8 - Informagbes estruturais do inflamassoma NLRP3. (A) Estruturas dos dominios e
interacdes proteina-proteina para a montagem do inflamassoma. (B) Esquerda, NLRP3 ligado a
NEK?7. Meio, conformacao ativa modelada de NLRP3. Direita, uma vez ativada, a oligomerizacao do
complexo NLRP3-NEK7 é propagada pelas interacdes NACHT(NLRP3)-NACHT(NLRP3) e NEK7-
LRR(NLRP3) para formar oligbmeros completos em forma de disco.
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A proteina adaptadora ASC possui dois dominios funcionais, um dominio

PYD N-terminal que se associa ao PYD de NLRP3 e um dominio C-terminal de
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recrutamento de caspase (CARD), que interage com o CARD da caspase-1 (Figura
8). Por fim, a proteina efetora caspase-1 possui um dominio CARD N-terminal, um
dominio catalitico central (p20) e um dominio menor catalitico C-terminal (p10)
(ABDERRAZAK et al., 2015; SWANSON et al., 2019).

A expressdao de NLRP3 é detectada principalmente no citoplasma de
granulécitos, mondécitos, células dendriticas, células T e B, células epiteliais e
osteoblastos, sugerindo um papel importante nos mecanismos primarios de defesa
do corpo contra infec¢cbes bacterianas, fangicas e virais (LAMKANFI;
KANNEGANTI, 2010). Apesar disso, quando desregulado, o NLRP3 tem sido
associado a fisiopatologia de disturbios inflamatérios como a CAPS, Alzheimer,
diabetes, gota, doengas autoinflamatodrias e aterosclerose (KELLEY et al., 2019).
Assim, como a ativacdo do inflamassoma contribui para o processo inflamatério,

sua ativacdo deve ser altamente regulada.

2.4.2 Ativacgao e formacgao do inflamassoma NLRP3

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 em macréfagos ocorre em duas etapas
distintas, cada uma com um sinal de ativacao diferente. O primeiro sinal (priming)
induz a expressdo dos precursores da inflamagéo: pro-IL-1(3, pro-IL-18 e NLRP3
(ACCOGLI et al., 2023). O segundo sinal (ativacao) é feito por uma variedade de
fatores que incluem o ATP, toxinas formadoras de poros, agregados, cristais,
nanoparticulas, micrébios e seus componentes e alguns medicamentos levando a
formacdo do complexo e liberacéo de IL-1B e IL-18 (Figura 9) (XU; NUNEZ, 2022).

Sinal 1: Priming

Em macrofagos a etapa do priming € essencial para a formagdo do
inflamassoma NLRP3 e tem ao menos duas funcdes. A primeira funcéo é regular
positivamente a expressao dos componentes do inflamassoma como o sensor
NLRP3, a caspase-1 e a pro-IL-1B (SWANSON et al.,, 2019). A inducdo da
transcricdo acontece por estimulo prévio e reconhecimento de diversos PAMPs ou
DAMPs por PRRs, como os receptores TLRs, os receptores NLRs, ou receptores
de citocinas como os receptores do fator de necrose tumoral alfa (TNFR1/2) e o
receptor da IL-18 (IL-1BR) levando a ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB)
(BLEVINS et al., 2022; ELLIOTT; SUTTERWALA, 2015). Além disso, o adaptador
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MyD88 do receptor TLR4 e as quinases associadas ao receptor IL-1BR, IRAK-1 e
IRAK-4 desempenham papéis fundamentais no priming de NLRP3, e ativacao do
NF-kB (ACCOGLI et al., 2023; PAIK et al., 2021). Adicionalmente, a proteina de
dominio de morte associada a Fas (FADD, do inglés Fas-associated protein with
death domain) e a caspase-8 desempenham uma funcéo essencial na ativacao
candnica do NLRP3 por meio da transcricdo dependente de NF-kB (Figura 9) (MAN;
KANNEGANTI, 2015; PAIK et al., 2021). Por sua vez, NF-kB atua regulando
positivamente a expressdo de NLRP3, e pré-IL-1B, ambos expressos em
guantidades insuficientes para iniciar a inflamacdo em estado basal (Figura 9)
(BAUERNFEIND et al., 2009; XU; NUNEZ, 2022). Apesar disso, a etapa de priming

bY

provavelmente ndo esta limitada apenas a regulacdo positiva da transcricao

dependente de NF-kB.

Figura 9 - Priming e ativagdo do inflamassoma NLRP3. O processo de ativagédo do inflamassoma
NLRP3 requer dois sinais principais: (i) sinal 1 (priming), que leva a ativagao do fator de transcrigdo
NF-kB e a subsequente transcrigdo dos componentes candnicos e nao canénicos do inflamassoma
NLRP3; e (ii) sinal 2 (ativacdo), responsavel pela montagem do complexo NLRP3 e posterior
liberagdo de citocinas inflamatorias (IL-1B e IL-18). CLIC: canal intracelular de cloreto; DAMPs:
padrdes moleculares associados a danos; FADD: proteina de dominio de morte associada ao Fas;
GSDMD: Gasdermina D; IL-18: interleucina-18; IL-1B: interleucina-1beta; IL-1R: receptor de
interleucina 1; LPS: lipopolissacarideos; MAVS: proteina de sinalizag&o antiviral mitocondrial; mt-
DNA: DNA mitocondrial; PAMPs: padrbes moleculares associados a patdgenos; ROS: espécies
reativas de oxigénio; TLR: Receptor Toll-like.
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A segunda funcédo do priming é a inducdo de modificacdes pds-traducionais
(MPTs) do NLRP3. Mdultiplas MPTs foram descritas para NLRP3, incluindo
ubiquitinacédo, fosforilacdo, acetilagdo e sumoilagdo (SWANSON et al., 2019). O
NLRP3 é ubiquitinado em seu dominio LRR, e os sinais de priming induzem sua
deubiquitinacdo através da enzima BRCC3 promovendo a ativacdo do
inflamassoma. Os sinais de iniciacdo também acionam a fosforilacdo de NLRP3
mediada por JNK1, importante para a formacgéo de ativagcdo de NLRP3 (ELLIOTT;
SUTTERWALA, 2015; KELLEY et al., 2019). Dessa forma, os sinais de iniciacao
regulam a ativacdo do inflamassoma NLRP3 por meio de vias dependentes e

independentes de transcricao.

Sinal 2: Ativacao e formacao do complexo NLRP3

A etapa de priming “licencia” a célula, entretanto uma segunda etapa ou sinal
2 é necessaria para a inducéo e a ativagdo completa da formacéo do inflamassoma.
O NLRP3 pode ser ativado por uma ampla variedade de estimulos incluindo
particulas de infecgBes bacterianas, virais e fungicas, bem como na inflamagéo
estéril mediada por DAMPs enddgenos como o ATP, cristais de acido urico e
particulas exdgenas como agregados, cristais, silica, nanoparticulas, alguns
medicamentos (ABDERRAZAK et al., 2015; SWANSON et al., 2019). Considerando
a variedade de diferentes ativadores do NLRP3, € improvavel que todos os
estimulos possam se ligar diretamente ao inflamassoma. Portanto, € provavel que
uma molécula ou via comum, seja responsavel pela ativacdo do inflamassoma
(ABDERRAZAK et al., 2015; HAFNER-BRATKOVIC, 2023). Estudos mostram que
a presenca desses DAMPs e PAMPs levam ao efluxo de K*, a sinalizagédo do Ca
2* o influxo de Na* e efluxo de cloreto, disfungdo mitocondrial, producédo de ROS e
dano lisossomal, eventos criticos na ativacdo do inflamassoma NLRP3 (Figura 9)
(KELLEY et al., 2019; YANG et al., 2019). Todas essas vias de sinalizagdo podem
estar interrelacionadas ou ter mecanismos independentes (BAI et al., 2020).

ApOs ser ativado pelos dois sinais, canonicamente o NLRP3 desubiquitinado
liga-se a quinase relacionada ao NIMA 7 (NEK7, do inglés NIMA-related kinase 7),
um modulador essencial para a ativagdo e montagem do inflamassoma (BLEVINS
et al., 2022). A ligagédo ao NEK7 promove a oligomerizagdo do dominio NATCH e
ativacdo do NLRP3 (SHARIF et al., 2019). O NLRP3 atua como uma molécula

sensora interagindo com ASC via ligagdo homotipica dos dominios PYD-PYD das
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duas moléculas, induzindo a montagem de ASC em grandes estruturas
filamentosas (OHTO et al., 2022; ZHANG et al., 2023). Posteriormente, o ASC por
meio do seu dominio CARD, recruta a pré-caspase-1 via interacdo CARD-CARD,
formando um grande complexo proteico multimérico (YANG et al., 2019). A pré-
caspase-1 sofre clivagem autoproteolitica, provavelmente como resultado da
multimerizacao induzida por proximidade, produzindo a forma ativa da caspase-1
(BAI et al., 2020; ZHANG et al., 2023). A caspase-1 ativada tem como funcao a
ativagéo proteolitica das citocinas pro-inflamatérias pro-IL-1p e pro-IL-18 em suas
formas maduras (MEYERS; ZHU, 2020).

A caspase-1 também cliva uma proteina citosélica soltuvel, a gasdermina D
(GSDMD). Apés a clivagem da GSDMD seus dominios N-terminal se oligomerizam
e formam poros na membrana plasmética, desencadeando a secrecao das formas
maduras de IL-1B e IL-18 e uma forma litica e pré-inflamatéria de morte celular,
denominada piroptose (Figura 9) (HACHIM et al., 2020; KELLEY et al., 2019; PAIK
et al., 2021). A IL-1B induz a expresséo de genes que controlam a febre, a dor, a
vasodilatacao e a hipotensédo favorecendo a infiltracdo de células imunes efetoras
nos locais de inflamacao, além de induzir expresséao de enzimas pro-inflamatérias
e regular respostas T-induzidas (MEYERS; ZHU, 2020; SALGAR et al., 2023). Ja
a IL-18 é necessaria para a estimulacdo da proliferacdo e migracdo de células
musculares lisas vasculares, estimulacao da producéo de interferon-gama (IFN-y),
IL-2 e IL-12, além de mediar a ativacdo de mastocitos e a imunidade adaptativa
(CONRAN; BELCHER, 2018; KELLEY et al., 2019).

2.4.3 Papel do inflamassoma NLRP3 na anemia falciforme

O heme livre e hemoglobina livre oxidada liberadas na hemdlise crbnica,
promovem a etapa de priming e contribuem fortemente para a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 em células endoteliais, macréfagos e plaquetas (Figura 10)
(ERDEI et al., 2018; NYAKUNDI et al., 2019b; SALGAR et al., 2023; SHAVER et
al., 2020). Dessa forma, considerando o processo de hemodlise crénica da AF é
provavel que a ativacdo de NLRP3 esteja desregulada (KATO et al., 2017,
NYAKUNDI et al., 2019a).
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Figura 10 - Mecanismos fisiopatoldgicos da AF induzidos pelo heme e inflamassoma. (A) Heme
desencadeia a sinalizagcdo TLR4 levando a ativacéo de células endoteliais e expressdo de moléculas
de adesdo endotelial (B) Heme induz a secregdo do fator de necrose tumoral-a (TNFa) (circulos
verdes) em macrofagos através da via de sinalizagdo TLR4, favorecendo a ativacdo das células
endoteliais e a expressdo de fatores de adesdo. (C) O heme desencadeia a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 para produzir as citocinas maduras IL-1 e IL-18 (circulos rosa e roxo). (D) O
recrutamento e ativagdo de neutrdéfilos leva a adesdo ao endotélio e aos eritrdcitos falciformes. (E)
A ativacao do inflamassoma NLRP3 nas plaquetas leva a geracéo de vesiculas extracelulares (EVS)
que carregam IL-1f3, promovendo a geracao de agregados plaquetas-neutrdfilos.
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Fonte: Adaptado de Salgar et al. (2023).

Em um grupo de pacientes com AF, os niveis de &cido uUrico foram
positivamente correlacionados com os niveis de IL-18, demonstrando participacao
do inflamassoma na fisiopatologia da AF, e o papel do acido Urico como possivel
molécula estimuladora da formacéo do inflamassoma na AF (CERQUEIRA et al.,
2011). Dados com ceélulas mononucleares do sangue periférico (PBMC) de
pacientes com AF mostraram que estas possuiam alta expressdo de NLRP3 e IL-
1B. Além disso, culturas de PBMC de individuos com Hb AA submetidas a presenca
de eritrocitos intactos de pacientes com AF, exibiram aumento da expressao de
componentes do inflamassoma NLRP3, caspase-1, IL-1B e IL-18. Por fim, o
tratamento com HU néo afetou a expressdo de NLRP3, caspase-1 e IL-1B neste
estudo (PITANGA et al., 2016). Em outro estudo, culturas de PBMC de individuos
Hb AA submetidas a presenca de eritrocitos HbSS lisados mostraram aumento da
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expressao dos genes CASP1 e I1L18, bem como aumento dos niveis de IL-1( tanto
na presenca de eritrocitos HbSS lisados quanto intactos. Além disso, apesar dos
pacientes tratados com HU apresentarem reducdo da expresséo do gene NLRP3,
nao houve diferenca na expressao de CASP1, IL1B e IL18. Apesar do papel da HU
na regulacéo do inflamassoma NLRP3 ser incerto, estes dados sugerem que a HU
nao influencie nos mecanismos inflamatérios dependentes do inflamassoma
(PITANGA et al., 2021).

A ativacao plaquetéria € um importante mecanismo fisiopatolégico na AF.
Nas plaquetas, o inflamassoma NLRP3 é regulado positivamente na AF. Foi
demonstrado que os DAMPs HMGB1 e BTK estdo envolvidos na regulacdo do
inflamassoma plaquetario NLRP3 (VOGEL et al., 2018). Além disso, areas de
agregados de plaquetas no figado de camundongos HbSS diminuiram quando
estes foram tratados com MCC950 ou ibrutinib, inibidores farmacolégicos do
NLRP3 e BTK, respectivamente (VOGEL et al., 2021).

A ativacdo do inflamassoma plaquetario leva a geracdo de vesiculas
extracelulares de plaquetas, as quais transportam IL-13 e caspase-1 e se ligam a
neutroéfilos, promovendo sua agregacdo com plaguetas em arteriolas pulmonares
de camundongos HbSS (Figura 10). Adicionalmente, a inibicdo da caspase-1 e IL-
18 diminuiu a formacado de vesiculas extracelulares de plaquetas, preveniu a
agregacdo entre plaguetas e neutréfilos e restaurou o fluxo sanguineo
microvascular nas arteriolas pulmonares de camundongos HbSS in vivo e in vitro
(VATS et al., 2020). Esses achados implicam que a inibicdo terapéutica da via do
inflamassoma NLRP3 pode ser um alvo terapéutico promissor para pacientes com
AF, particularmente para inibir a progressao da STA em pacientes que apresentam
mais episodios de CVOs (VATS et al., 2020).

Dessa forma, o inflamassoma NLRP3 parece estar envolvido na
fisiopatologia da AF, contribuindo para um estado inflamatério crénico alterado
devido a constante ativacdo do complexo por eDAMPs liberados da hemdlise. A
investigagéo da atuacdo do NLRP3 e seus produtos IL-183 e IL-18 nas diferentes
complicagBes clinicas da doenca, pode contribuir para a compreensdo da
heterogeneidade clinica dos pacientes, bem como elucidar a eficacia de potenciais

alvos terapéuticos para a AF dirigidos ao processo inflamatario.
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2.5 POLIMORFISMOS NO GENE NLRP3

O gene NLRP3 humano esta localizado no cromossomo 1qg44, possui 9
éxons e tem comprimento total de 32.953 pares de bases (Figura 11) (KUMAR et
al., 2022). Estudos mostraram que substituicbes missense em NLRP3 podem
causar doencas autoinflamatérias como as CAPS. As variantes V198M, L353P,
A439V e E627G foram associadas a sindrome autoinflamatdria familiar ao frio; as
variantes R260W, A352V e G569R foram associadas a sindrome de Muckle-Wells;
e as variantes D303N, F309S e F537 foram associadas a sindrome neuroldgica,
cutanea e articular infantil cronica (Figura 11) (HITOMI et al., 2009). Além disso,
evidencias sugerem que variantes genéticas no gene NLRP3 podem influenciar nas
respostas inflamatérias imunes, afetando a suscetibilidade a doencas infecciosas,
autoimunes e inflamatérias (LEE; BAE, 2016; ZHANG et al., 2018).

Figura 11 - Organizacéo estrutural do gene NLRP3. O gene humano CIAS1 ou NLRP3 que codifica
0 NIrp3 esta localizado no cromossomo 1g44. O Nirp3 é produzido a partir de 9 éxons. O Nlirp3 é
expresso como uma proteina de 1036 aminoacidos consistindo de um dominio de pirina N-terminal,
um dominio NACHT central e 12 motivos LRR C-terminais. As posi¢cdes das mutagbes pontuais
associadas a CINCA, FCAS e MWS em NIrp3 séo indicadas.
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Fonte: Adaptado de Lamkanfi & Kanneganti 2010.

Polimorfismos no gene NLRP3 tém sido associados a disturbios e desfechos
onde a inflamacéo desempenha um papel determinante, como o lipus eritematoso
sistémico (EHTESHAM et al., 2021), artrite reumatoide (ADDOBBATI et al., 2018),
tuberculose e AIDS (DE SA et al., 2022), AVC isquémico (ZHU et al., 2016),
doencas cardiovasculares (GONZALEZ-PACHECO et al, 2017), diabetes
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(OZBAYER et al., 2022), dentre outros. Na AF a avaliacdo de variantes em genes
do complexo inflamassoma mostrou que variantes de ganho de funcdo nos genes
NLRP1 (rs11651270) e IL1B (rs16944) estavam associadas a uma clinica mais leve
(DE FREITAS DUTRA et al., 2022). Em outro estudo, variantes nos genes IL1B,
IL18, NLRP1 e NLRP3 ndo se mostraram associadas com a severidade da AF (DE
ALMEIDA et al., 2019). Polimorfismos em NLRP3, incluindo os SNPs rs10754558
e rs4612666, que se localizam em regides regulatdrias génicas, ja se correlacionam
com a modulacao da expresséo de NLRP3 (Figura 12) (EHTESHAM et al., 2021).

Figura 12 - Representacao esquematica de polimorfismos no gene NLRP3 comumente investigados
em relacdo a desfechos patolégicos. O painel inferior representa os diferentes dominios de NLRP3:
PYD, dominio de pirina; NAD, dominio associado a NACHT; e LRR, repeticdo rica em leucina.

N PYR % NACHT NAD W= LRR c

NLRP3

Fonte: Autoria propria, criado usando Biorender.com.

O SNP NLRP3 rs10754558 esta localizado na regido 3’'UTR do gene NLRP3
e parece estar relacionado com mudanca conformacional no RNA mensageiro
(mMRNA) do NLRP3 afetando sua estabilidade, regulando assim seu nivel de
expressao (LV et al., 2020). O alelo C do rs10754558 diminui a estabilidade do
MRNA de NLRP3 em comparagédo com o alelo G, que por sua vez pode alterar a
secrecdo de IL-1B e IL-18. (HITOMI et al., 2009; LEE; BAE, 2016).

Os genotipos e alelos do NLRP3 rs10754558 ja foram associados a maior
expressao de NLRP3 e IL1B em PBMCs, além de aumento nos niveis séricos de
IL1B em pacientes com artrite gotosa (ZHANG et al., 2018). Foi observado que o
alelo de risco G tem aumento da estabilidade do mRNA comparado ao alelo C.
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Andlises funcionais do NLRP3 rs10754558, realizadas em células THP-1
demonstraram seu comprometimento funcional, onde a maior expressao do mRNA
de NLRP3 estava relacionada ao alelo G (HITOMI et al., 2009). Além disso a
ocorréncia deste SNP afeta a ligagdo de microRNAs (miRNAs). Na presenca do
alelo G, existe um sitio de ligacdo para os miRNAs miR-3529-3p e miR-549a. A
presenca do alelo C anula tal sitio, e da origem a um sitio de ligacdo para os miR-
146a-5p, miR-146b-5p, miR-589-5p e miR-7153-5p. Apesar disto, o impacto deste
SNP na ligacéo desses miRNAs in vivo ainda precisa ser esclarecido (ADDOBBATI
et al., 2018). A variante NLRP3 rs10754558 ja foi relacionada com a ocorréncia de
anafilaxia induzida por alimentos (HITOMI et al., 2009), doenca renal crénica (LA
RUSSA et al., 2023), diabetes tipo 2 (OZBAYER et al., 2022), AVC isquémico (ZHU
et al., 2016), ltpus eritematoso sistémico (EHTESHAM et al., 2021), doenca arterial
coronaria (ZHOU et al., 2016) e outras complicagdes.

Outro polimorfismo de NLRP3 extensivamente estudado é o rs4612666. O
NLRP3 rs4612666 € uma variante intrénica que ocorre como uma transi¢ao T/C no
intron 7 na posicao chr1:247435768 (OZBAYER et al., 2022). Dados mostram que
esta variante pode ter impacto funcional por meio da influéncia na expresséao de
NLRP3, alterando a atividade de enhancers ou a estabilidade do mRNA (CHENG
et al., 2018). Para investigar se a regido gendmica em torno do rs4612666 tinha
atividade enhancer, Hitomi e colaboradores (2009) usando células THP-1
mostraram que 0s construtos contendo o alelo de risco C, mostrou maior atividade
de intensificacdo da transcricdo do que quando comparado com 0S outros
construtos contendo o alelo T (HITOMI et al.,, 2009). Ao procurar por fatores de
transcricdo nuclear que poderiam se ligar a sequéncias de DNA contendo o
rs4612666, foi observado que a regido gendmica contendo o alelo C criava uma
sequéncia de ligacéo para o fator de transcricdo GATA-2 (HITOMI et al., 2009).
Similar ao rs10754558, para a variante NLRP3 rs4612666 também foram
observadas associagfes significativas com a suscetibilidade a anafilaxia induzida
por alimentos (HITOMI et al., 2009), periodontite (MAHENDRA et al., 2021), AVCs
isquémicos ateroscleréticos de grandes artérias e microembolias (CHENG et al.,
2018), diabetes (OZBAYER et al.,, 2022), gravidade da atividade da Iapus
(EHTESHAM et al., 2021) e outras complicagdes.
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Dessa forma, considerando que a inflamacéo € um mecanismo chave para
os desdobramentos da fisiopatologia da AF, é provavel que variantes funcionais em

NLRP3 possam contribuir para a heterogeneidade fenotipica da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacao de polimorfismos no gene NLRP3 com complicacdes

clinicas de pacientes com AF acompanhados pela Fundacdo HEMOPE.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos
rs10754558 e rs4612666 do gene NLRP3, em pacientes com anemia
falciforme;

2. Verificar a existéncia de associacdo entre as frequéncias alélicas e
genotipicas dos polimorfismos de NLRP3 com as complicacfes clinicas de

pacientes com anemia falciforme.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CASUISTICA

Este trabalho trata-se de um estudo do tipo coorte retrospectivo com
comparacao interna de grupos, realizado no periodo de setembro/2021 até
dezembro/2022. As analises foram feitas comparando os individuos que
apresentaram complicacdes clinicas com aqueles que ndo apresentaram. A
amostra foi constituida de pacientes com anemia falciforme (Hb SS) de ambos os
sexos, ndo aparentados, cadastrados e acompanhados regularmente pela
instituicdo coparticipante, Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia de
Pernambuco - HEMOPE. Foram incluidos no estudo 880 individuos com AF, sendo
511 (58%) individuos maiores de 18 anos (Grupo adulto) e 369 (42%) (Grupo
pediatrico) até os 18 anos de idade. Do grupo adulto 228 (44,6%) eram do sexo
masculino e 283 (55,4%) do sexo feminino. A mediana de idade destes individuos
foi de 31 anos (variacao: 19 — 65 anos). Para o grupo pediatrico 187 (50,7%) eram
do sexo masculino e 182 (49,3%) do sexo feminino. A mediana de idade foi de 13
anos (variacdo: 04 — 18 anos).

De todos os pacientes foram analisados os perfis clinicos e laboratoriais
contidos em seus prontudrios de acompanhamento médico. Cerca de 8ml de
sangue periférico foram coletados em tubos contendo EDTA como anticoagulante,
e conduzido ao setor de Hematologia e Biologia Molecular do Laboratério Central
do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco para a
realizacdo das analises.

4.2 DEFINICAO DOS GRUPOS

Todas as complicagdes clinicas registradas adequadamente nos
prontuarios, desde a data de admissdo no HEMOPE até a data da avaliagéo final
dos prontuarios (12/2022), foram computadas. De acordo com as complicacbes
clinicas os pacientes foram alocados nos seguintes subgrupos:

1. Individuos que desenvolveram sequestro esplénico: composto por pacientes
gue apresentaram esplenomegalia, acompanhada pela queda nos niveis
basais de hemoglobina e hiperplasia compensatoria da medula 0ssea;

2. Individuos que desenvolveram dactilite: composto por pacientes que
apresentaram relatos de edema em méaos e pés acompanhados de dor e/ou

calor local;
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3. Individuos que desenvolveram AVC:. composto por pacientes que
apresentaram registro nos prontuarios de ressonancia magnética e/ou
tomografia computadorizada mostrando les@o neurolégica;

4. Individuos que apresentaram os resultados de DTC: normal (pacientes com
média da velocidade maxima de fluxo sanguineo < 170 cm/s), condicionante
(pacientes com média da velocidade maxima de fluxo sanguineo entre 170
— 199 cm/s) e alto risco (pacientes com média da velocidade maxima de fluxo
sanguineo = 200 cm/s);

5. Individuos que tiveram doenca cerebrovascular (DCV): composto por
pacientes que apresentam registro nos prontuarios de ressonancia
magnética e/ou tomografia computadorizada mostrando lesdo neuroldgica
consequente de acidente vascular encefalico (AVE), por pacientes com
elevada faixa de risco para ocorréncia de AVE determinada pela alta
velocidade detectada pelo DTC (2200 cm/s) e por pacientes que
apresentaram outras complicacdes neuroldgicas como ataque isquémico
transitério, sindrome de Moya-Moya e infarto silencioso;

6. Individuos que desenvolveram sindrome toracica aguda: composto por
pacientes que apresentaram registro clinico de sindrome toracica aguda,
acompanhada de exame de imagem (Raio-X) de torax, mostrando a
presenca de infiltrado pulmonar;

7. Individuos que desenvolveram priapismo: composto por pacientes do sexo
masculino que apresentaram registro Unico ou reincidente de priapismo
relatado em prontudrio;

8. Individuos que desenvolveram osteonecrose: composto por pacientes que
apresentam exames de ressonancia magnética e/ou raio-X mostrando lesédo
O0ssea, além de queixas Osseo-articulares e diagnéstico confirmado por
ortopedista,

9. Individuos que desenvolveram Ulcera de perna: Composto por pacientes que
apresentaram registro clinico, atual ou prévio, de Ulceras de perna (agudas
e crbnicas), decorrentes da falha do processo de reparacao tecidual no local
da lesao, relatados no prontuario;

Adicionalmente todos os pacientes foram analisados de acordo com o
namero de crises vaso-oclusivas (CVOs) que necessitaram de atendimento

hospitalar reportadas ao ano: < 3 CVOs/ano, 3 - 5 CVOs/ano e > 6 CVOs/ano).
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4.3 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE (CEP-CSS/UFPE) (CAAE: 49179421.0.0000.5208), tal como
ao comité de ética do HEMOPE (CAAE:49179421.0.3001.5195) (Anexo A). Foi
solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aos
pacientes envolvidos no projeto. Este trabalho foi desenvolvido obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolugdo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude (CNS). A coleta de dados e das amostras s6 foi iniciada apos a
aprovacao do projeto de pesquisa pelo CEP. Os participantes foram orientados
sobre a proposta da pesquisa e quando em concordancia, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo CEP
(Anexo B).

4.4 DADOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos pela analise de prontuarios
dos pacientes que compareceram regularmente a Fundacdo HEMOPE. Os
resultados laboratoriais foram obtidos de resultados de consultas ambulatoriais,
onde os pacientes estavam sem crises e sem uso de hidroxiuréia ou transfusdes
sanguineas a pelo menos 3 meses antes do momento da coleta. A ocorréncia das
seguintes complicacdes clinicas foi analisada: sequestro esplénico, dactilite,
frequéncia de crises de dor, priapismo, sindrome toracica aguda, osteonecrose,
Ulceras maleolares e doenca cerebrovascular. Os dados laboratoriais obtidos dos
prontuarios foram: contagem de heméacias, hemoglobina, hematécrito, contagem
de leucdcitos, plaquetas, reticuldcitos, hemoglobina fetal, bilirrubinas totais e
fracOes e lactato desidrogenase (LDH).

4.5 ANALISE MOLECULAR

4.5.1 Extracdo de DNA gendmico e determinag&o dos marcadores classicos
A extracao do DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos pela técnica
de fenol-cloroférmio modificada, estabelecida por Davis et. al., (1986). O DNA
obtido foi entéo solubilizado em agua deionizada e estéril e quantificado utilizando
0 equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington,

DE, USA) e a andlise qualitativa realizada em gel de agarose 1,0%. A técnica Gap-
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PCR foi usada para determinar a coheranca com delecéo da alfa talassemia -3,7
Kb (DODE et al., 1992). Os haplétipos do agrupamento de genes da globina B
também foram determinados como descrito anteriormente (POWARS, 1991).

4.5.2 Genotipagem dos polimorfismos do gene NLRP3

Os polimorfismos foram selecionados de acordo com a relevancia em
publicacdes de estudo de associagédo e impacto funcional descrito (Hitomi et al.
2009). Também foi considerado como critério de sele¢do polimorfismos com
frequéncia do alelo menor (MAF) igual ou superior a 10% nas popula¢cdes europeia
e africana, considerando as respectivas populacfes africana (YRI) e caucasiana
(CEU) (http://www.ensembl.org/index.html). Por fim, foram escolhidas as variantes
com ensaio comercial TagMan® pronto para venda
(https:/Iwww.thermofisher.com/br/en/home.html). Dessa forma, foram selecionados
para este estudo dois polimorfismos localizados no gene NLRP3: rs10754558 e
rs4612666.

O método empregado para a realizacdo das genotipagens foi PCR em tempo
real por discriminacao alélica utilizando o sistema de sondas TagMan®. As sondas
utilizadas no estudo foram VIC e FAM e os primers utilizados para pesquisa dos
polimorfismos estdo disponiveis para 0 uso em pesquisa de carater cientifico no
site  (https://products.appliedbiosystems.com - ID: C__26052028_10 e
C_ 26646029 10). Para realizacdo desta técnica, foi utilizado o aparelho
QuantStudio 5 Real Time PCR System (Applied Biosystems) disponibilizado no
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do Instituto Aggeu Magalhdes — Recife.

As reacdes foram preparadas em um volume final de 10 pL, utilizando 5 pL
de GoTag® DNA Polymerase (Promega), 0,25 pL de sonda Tagman na
concentracdo de 20 vezes (Thermofisher, Foster City, EUA), 3,75 uL de H20
ultrapura e 1 pL de DNA na concentracao de 50 ng/pL. A ciclagem para os ensaios
foi 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 minuto. Apoés a reacgdo de PCR, foi definido o treshold para analise, plotando-se
os sinais de fluorescéncia para cada amostra e assim discriminando os alelos
presentes, conforme recomendacdes do fabricante (Life Technologies, California,
USA).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas considerando a idade dos individuos e
as complica¢Bes cinicas mais prevalentes em cada faixa etéria. Dessa forma, a
coorte foi dividida em grupo pediatrico (até 18 anos de idade) e grupo adulto
(maiores de 18 anos). As caracteristicas clinico-laboratoriais dos individuos foram
apresentadas de forma descritiva. O desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi
testado usando o teste de Chi-quadrado. Para comparagfes entre variaveis
categoricas, o teste Chi-quadrado ou teste exato de Fisher (quando aplicavel) foi
utilizado, enquanto os testes nao paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
foram utilizados para comparacgdes entre as variaveis continuas. Quando aplicavel,
as comparacdes foram realizadas com post hoc do teste Chi-quadrado com
corregdo de Bonferroni (MACDONALD; GARDNER, 2000). O risco para o0
desenvolvimento das manifestacdes foi avaliado a partir da analise das datas de
desenvolvimento das complicacdes, em relacdo a data de nascimento. Curvas de
incidéncia cumulativa foram construidas refletindo o tempo para o desenvolvimento

das complicacdes com o teste de log-rank utilizado para a comparacao das curvas.

Andlises de regressdo logistica binaria e de regressdo de riscos
proporcionais de Cox foram realizadas para avaliar fatores progndésticos para as
complicacBes. A regressado logistica univariada foi realizada para cada variante
como preditor do desfecho clinico. A andlise de regressao logistica multivariada foi
realizada para avaliar a relacédo de independéncia das covariaveis avaliadas. Todos
os valores de p foram ajustados para os dois lados com nivel de significancia a
0,05. As analises foram realizadas utilizando os softwares SPSS Statistics 19.0
(IBM corporation) e GraphPad Prism (version 6.0) (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).



57

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DA COORTE

Os dados da caracterizacao laboratorial da populacdo dividida por faixa
etaria constam na Tabela 1. Dos 511 pacientes adultos, a colelitiase foi a
complicagdo mais registrada (70,6%), seguida de Ulcera maleolar (23,3%),
sindrome torécica aguda (16,6%), necrose asséptica de cabeca de fémur (15,9%)
e acidente vascular cerebral (13,2%) (Tabela 2). Adicionalmente, 14,9% dos
pacientes desenvolveram doenca cerebrovascular (inclui casos de AVC, DTC alto

risco). Por fim, 27,1% dos homens desenvolveram priapismo (Tabela 2).

Tabela 1 - Caracterizagéo laboratorial dos pacientes incluidos no estudo separado por faixa etéaria.

Variavel Adulto Pediatrico
Laboratorial Mediana Intervalo Mediana Intervalo
RBC (x10%/mm?3) 2,55 1,50 - 4,56 2,86 1,66 — 3,78
Hb (g/dL) 7,80 4,20 -10,50 7,90 4,80 -10,70
Ht (%) 23,6 14,80 — 35,10 22,85 14,70 — 32,70
VCM (fL) 92,5 65,00 — 121,70 87,00 61,10 — 102,90
HCM (pg) 30,8 19,20 — 40,90 28,90 19,20 - 33,30
Reticuldcitos (%) 9,70 1,30 — 32,00 9,90 0,40 — 26,40
Hb Fetal (%) 6,90 0,80 — 28,00 9,80 1,10 — 28,50
WBC (x103/mm3) 12,00 2,71 -34,10 14,10 2,10 -37,90
PLT (x103/mm3) 420,0 115,7 -973,0 444.0 114,0 - 875,0
LDH (U/L) 826,0 219,0 —3542,0 814,5 211,0 —2401,0
BT (mg/dL) 2,83 0,88 -15,49 1,95 0,65 -8,92
Bl (mg/dL) 2,19 0,52 — 14,94 1,49 0,35-8,52

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume corpuscular médio, HCM:
Hemoglobina corpuscular média, HbF: Hemoglobina fetal, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta.

Fonte: O autor (2023).
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Tabela 2 - Caracterizacao clinica dos pacientes adultos incluidos no estudo.

Caracteristicas Clinicas dos Individuos
Incluidos no Estudo (Adulto)

Total =511
N (%)

Sexo
Masculino
Feminino
Idade
Mediana (anos)
Intervalo (anos)
Crises vaso-oclusivas ao ano
<3
>3
>6
Priapismo
Mediana idade: 16 anos
Intervalo: 3 a 51 anos
Sindrome Torécica Aguda
Mediana idade: 20 anos
Intervalo: 3 a 50 anos
Necrose Asséptica de Cabeca de FEmur
Mediana idade: 25 anos
Intervalo: 4 a 45 anos
Ulcera Maleolar
Mediana idade: 21 anos
Intervalo: 5 a 56 anos
Acidente Vascular Cerebral
Mediana idade: 10 anos
Intervalo: 1 a 58 anos
Doenca Cerebrovascular
Mediana idade: 10 anos
Intervalo: 1 a 58 anos

228 (44,6%)
283 (55,4%)

31
19 - 65

243 (47,6%)
187 (36,7%)
80 (15,7%)
62 (27,1%) *Masculino

84 (16,6%)

80 (15,9%)

119 (23,3%)

67 (13,2%)

76 (14,9%)

Grupo doenca cerebrovascular, inclui pacientes que desenvolveram episédios de AVC e/ou

apresentaram resultado de DTC de alto risco.

Fonte: O autor (2023).

Para o grupo de pacientes pediatricos, a dactilite foi a complicacdo de mais
presente (31,1%), seguida de sequestro esplénico agudo (21,2%), colelitiase
(20,4%), sindrome toracica aguda (7,0%) e acidente vascular cerebral (4,7%)
(Tabela 3). A doenca cerebrovascular (inclui casos de AVC, DTC alto risco, Moya-
Moya, ataque isquémico transitorio e infarto silencioso), esteve presente em 11,2%
dos pacientes. Por fim, 13,2% dos pacientes de sexo masculino desenvolveram
priapismo. Outras complicac6es menos frequentes (e por este motivo néo utilizadas
nas analises de associacdo) ndo mostradas na Tabela 3 incluem: Ulcera maleolar

(O pacientes) e osteonecrose (06 pacientes).



Tabela 3 - Caracterizacao clinica dos pacientes pediatricos incluidos no estudo.

Caracteristicas Clinicas dos Individuos Total = 369
Incluidos no Estudo (Pediatrico) N (%)
Sexo

Masculino 187 (50,7%)

Feminino 182 (49,3%)
Idade

Mediana (anos) 13

Intervalo (anos) 4-18
Crises vaso-oclusivas ao ano

<3 215 (62,1%)

>3 86 (24,9%)

>6 45 (13,0%)
Dactilite 111 (31,1%)

Mediana idade: 0,8 anos
Intervalo: 0,1 a 6,0

Sequestro Esplénico Agudo 76 (21,2%)
Mediana idade: 1,9 anos
Intervalo: 0,5 a 8,7 anos

Priapismo 24 (13,2%) *Masculino
Mediana idade: 8,7 anos
Intervalo: 2,8 a 14,1 anos

Sindrome Torécica Aguda 25 (7,0%)
Mediana idade: 5,3 anos
Intervalo: 2,5 a 12,0 anos

Acidente Vascular Cerebral 17 (4,7%)
Mediana idade: 5,5 anos
Intervalo: 1,9 a 12,8 anos

Doenca Cerebrovascular 40 (11,2%)
Mediana idade: 3,5
Intervalo: 1,9 a 18,0 anos

Moya-Moya 6 (2,2%)
Mediana idade: 4,2 anos
Intervalo: 1,9 a 10,1 anos

Infarto Silencioso 4 (1,5%)
Mediana idade: 5,5
Intervalo: 4,0a 7,2

Atague Isquémico Transitorio 3 (1,1%)
Mediana idade: 8,3
Intervalo: 6,3 a 10,2

Doppler Transcraniano

Normal 210 (68,2%)
Condicionante 68 (22,1%)
Alto Risco 30 (9,7%)

Doenca cerebrovascular, inclui pacientes que desenvolveram episédios de AVC, Moya-
Moya, infarto silencioso, ataque isquémico transitorio e/ou resultado de DTC alto risco.

Fonte: O autor (2023).
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5.2 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS DO GENE NLRP3 E
DETERMINACAO DOS MODULADORES CLASSICOS DA AF

Para a genotipagem foram utilizados os SNPs rs10754558 e rs4612666 do
gene NLRP3. No grupo de pacientes adultos, todos os pacientes foram genotipados
para o SNP rs10754558 e 484 (95%) foram genotipados para o SNP rs4612666.
Para o grupo pediatrico todos os pacientes foram genotipados para os SNPs
rs10754558 e rs4612666. A distribuicdo genotipica do SNP rs10754558
apresentou-se dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0,05), no entanto, o
SNP rs4612666 nao se apresentou dentro do equilibrio. As frequéncias alélicas e

genotipicas dos polimorfismos estédo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 - Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs10754558 e rs4612666 do gene
NLRP3 na populacéo total e dividida por faixa etéria.

Frequéncia A .
anl\éPNSLdR?PS Genotipos Genotipica Alelos 'ZIZ?iléZn(g/L?
(N e %)

Grupo total
CcC 361 (41,0%) C 0,65

rs10754558 GC 426 (48,5%)
GG 93 (10,5%) G 0,35
cC 333 (39,0%) C 0,64

rs4612666 TC 432 (50,7%)
1T 88 (10,3%) T 0,36

Grupo Adulto

CcC 203 (39,7%) C 0,65

rs10754558 GC 255 (49,9%)
GG 53 (10,4%) G 0,35
CcC 183 (37,8%) C 0,63

rs4612666 TC 247 (51,0%)
TT 54 (11,2%) T 0,37

Grupo Pediatrico

CcC 158 (42,8%) C 0,66

rs10754558 GC 171 (46,4%)
GG 40 (10,8%) G 0,34
CcC 150 (40,7%) C 0,66

rs4612666 TC 185 (50,1%)
TT 34 (9,2%) T 0,34

Fonte: O autor (2023).
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Dos 880 individuos, 811 (92,1%) foram genotipados para determinacao dos
haplétipos Bs e 831 (94,4%) tiveram a avaliagdo da coheranca com o talassemia -
3.7k determinada. Observou-se que a composicdo haplotipica mais prevalente na
populacdo de estudo é o CAR/CAR, o qual esta presente em 459 individuos
(56,6%). As demais combina¢cfes haplotipicas incluiam interagbes CAR/BEN
(25,0%), CAR/ATP (10,6%), BEN/BEN (4,3%), BEN/ATP (1,4%) ou combinacdes
com CAM, SEN e SAU. Em relacdo a coheranca com a talassemia -3,7kb, 190
(22,9%) apresentavam a mutacdo, sendo 23 (2,8%) em homozigose (a3 o /o

3.7kbg) e 167 (20,1%) em heterozigose (o3 a. /owar).

5.3 ANALISES DE ASSOCIACAO DOS SNPS DO GENE NLRP3 COM AS
COMPLICACOES CLINICAS DA AF

Para as analises de associacdo foram aplicados os modelos de heranca
genético recessivo, dominante, codominante e sobredominante. Independente do
modelo genético empregado, ndo observamos associacdo entre o polimorfismo
rs4612666 com as complicacdes clinicas dos pacientes adultos e pediatricos com
AF (Tabela suplementar 2 e 3). Também néo foi observada nenhuma associagao

no grupo de pacientes adultos com o SNP rs10754558 (Tabela suplementar 4).

Para o grupo pediatrico, ao analisar o SNP rs10754558 de acordo com o
modelo dominante, que assume analise do gendtipo homozigoto variante (CC)
versus os gendtipos heterozigoto (GC) e homozigoto selvagem (GG), foi observada
menor frequéncia de sequestro esplénico nos pacientes de gendétipo CC (p = 0,003;
OR: 0,42; IC 95%: 0,24 — 0,73) quando comparado aos genotipos GC e GG. Além
disso, o gendtipo CC do rs10754558 também foi associado com maior frequéncia
de priapismo quando comparado aos genétipos GC e GG (p = 0,047; OR: 2,58; IC
95%: 1,04 — 6,37) (Tabela 5). Ao realizar as analises com o grupo total, adulto e
pediatrico (N= 880), observamos que apenas a associacdo com SEA permaneceu

(p = 0,036, Tabela suplementar 5).
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Tabela 5 - Comparacéo dos achados clinicos-laboratoriais dos pacientes pediatricos com AF para

o polimorfismo NLRP3 rs10754558, conforme modelo de heranga dominante.

Caracteristicas clinicas Todos os Gendtipo Genotipo OR p-
e laboratoriais pacientes CcC GC+GG (IC95%) valor*
N= 369 Total: 158 Total: 211
N (%) N (%)
RBC (x10%/mm?3) mediana 2,86 2,93 2,80 0574
Intervalo 1,66 — 3,78 1,85-3,45 1,66 — 3,78 ’
Hb (g/dL) mediana 7,9 7,8 8,0 0.045
Intervalo 48-10,70 48-99 5,0-10,7 !
Ht (%) mediana 22,8 22,5 23,3 0.156
Intervalo 14,7 — 32,7 14,7 - 30,0 15,7 -32,7 '
VCM (fL) mediana 87,0 89,9 87,2 0339
Intervalo 61,1-1029 67,0-100,7 61,1-102,9 !
HCM (pg) mediana 28,9 28,8 29,3 0781
Intervalo 19,2 - 33,3 19,8 -32,8 19,2 -33,3 ’
Ret (%) mediana 9,9 9,0 10,7 0123
Intervalo 0,4-26,4 0,4-22,1 15-26,4 ’
HbF (%) mediana 9,8 9,8 9,8 0.446
Intervalo 1,1-285 2,6 —-22,2 1,1-285 ’
WBC (x103mm3)mediana 14,1 15,0 13,9 0475
Intervalo 2,1-37,9 3,3-37,9 2,1-325 ’
PLT (x103mm?3) mediana 444 450 432 0957
Intervalo 114 - 875 114 - 740 131 -875 ’
LDH (U/L) mediana 814 845 732 0.288
Intervalo 211 - 2401 378 — 2038 211 - 2401 '
BT (mg/dL) mediana 1,95 1,95 1,94 0628
Intervalo 0,65 —8,92 0,65 - 8,10 0,65 —8,92 ’
Bl (mg/dL) mediana 1,49 1,44 1,50 0.654
Intervalo 0,35-8,52 0,35-7,62 0,38 — 8,52 '
Idade
Mediana (anos) 13 13 12 0,074
Intervalo (anos) 4-18 4-18 4-18
S?\;I(o . 1 (ref.) 1,24
asculino 187 (49,3%) 85 (53,8%) 102 (48,3%) (0,82 - 1.88) 0,344
Feminino 182 (50,7%) 73 (46,2%) 109 (51,7%) ’ ’
Crise vaso-oclusiva/ano
<3 243 (47,6%) 91 (60,3%) 124 (63,6%) 0.798
>3 187 (36,7%) 40 (26,5%) 46 (23,6%) :
>6 80 (15,7%) 20 (13,2%) 25 (12,8%)
Dactilite
Sim 111 (31,1%) 46 (29,9%) 65 (32,0%) (%) (ret.) fffg) 0,729
Néo 246 (68,9%) 108 (70,1%) 138 (68,0%) ’ '
Sequestro esplénico
Sim 76 (21,2%) 21 (135%) 55 (27,0%) (10(22‘:'_) 8’7‘;’2) 0,003
Nao 283 (78,8%) 134 (86,5%) 149 (73,0%) ’ ’
Priapismo
Sim 24(132%) 16 (18,8%) 8 (8,2%) (11(5?._) 632557? 0,047
Nao 158 (86,8%) 69 (81,2%) 89 (91,8%) ’ ’
STA
Sim 25 (7,0%) 9 (5,8%) 16 (7,8%) (é (et f’gg) 0,297
Nao 334 (93,0%) 146 (94,2%) 188 (92,2%) ’ '
AVC
Sim 17 (4,7%) 9 (5,8%) 8 (3,9%) ((1) ref) é’gg) 0,458
N&o 341 (95,3%) 146 (94,2%) 195 (96,1%) ' '
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Doenca cerebrovascular

Sim 40 (112%) 18 (11,7%) 22 (10,8%) (%) b Zl’ff) 0,866
N&o 317 (88,8%) 136 (88,3%) 181 (89,2%) ’ ’

Moya-Moya
Sim 6 (2,2%) 3 (2,6%) 3 (1,9%) (é i 71’6‘8) 0,696
N&o 267 (97,8%) 111 (97,4%) 156 (98,1%) ’ '

Infarto Silencioso 1 (ref) 0,57
Sim 4 (1,5%) 0 (0,0%) 4 (2,5%) (052063 0143
Nao 269 (98,5%) 114 (100,0%) 155 (97,5%) ’ ’

Ataque Isquémico

Transitério 3 (1,1%) 1 (0,9%) 2 (1,3%) 1 (ref.) 0,69 1.000
Sim 270 (98,9%) 113 (99,1%) 157 (98,7%) (0,62-7,75) =
N&o

Doppler transcraniano
Normal 210 (68,2%) 92 (69,7%) 118 (67,0%) 0.654

Condicionante
Alto Risco

68 (22,1%)
30 (9,7%)

26 (19,7%)
14 (10,6%)

42 (19,9%)
16 (7,6%)

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematécrito, VCM, Volume corpuscular médio, HCM: Hemoglobina
corpuscular média, HbF: Hemoglobina fetal, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas, LDH: Lactato desidrogenase,
BT: Bilirrubina total, Bl: Bilirrubina indireta, STA; Sindrome toracica aguda, AVC: Acidente vascular cerebral.
* Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste de Chi-quadrado ou teste exato de Fisher. Para as
variaveis continuas foi utilizado o teste de Mann Whitney.

Fonte: O autor (2023).

Com relacdo aos dados laboratoriais dos pacientes pediatricos, foi
observado que individuos com gendtipo CC para o polimorfismo NLRP3
rs10754558 possuiam menores niveis de hemoglobina (mediana: 7,8 g/dL, 4,8 —
9,9 g/dL), quando comparado aos genétipos GC/GG (mediana: 8,0 g/dL, 5,0 — 10,7
g/dL, p = 0,045).

Para a analise alélica, foi observado que o alelo C do polimorfismo
rs10754558 estava associado com menor frequéncia de desenvolvimento de
sequestro esplénico em coorte pediatrica (p = 0,009; OR: 0.60; IC 95%: 0.42 - 0.88).
Nenhuma associacao estatistica foi observada entre os alelos do rs10754558 e o

desenvolvimento de priapismo (p > 0,05).

O impacto do polimorfismo rs10754558 no modelo dominante foi avaliado
com relacdo ao tempo de desenvolvimento de sequestro esplénico na coorte
pediatrica. Dos pacientes que desenvolveram SEA, 72 pacientes (95%)
apresentaram o relato de diagnostico da complicacdo na data aproximada, sendo
estes utilizados para o modelo de risco cumulativo. A média geral de seguimento
estimada para desenvolvimento de SEA foi de 15 anos (IC95%: 14 a 15 anos). Os
pacientes com gendtipo homozigoto selvagem (GG) e heterozigoto (GC)

apresentaram um seguimento médio estimado de 13 anos (IC95%: 12 a 14) com
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taxa de desenvolvimento cumulativa de SEA de 28,7%. Os pacientes com genaotipo
homozigoto variante (CC) apresentaram seguimento médio de 16 anos (IC95%: 15
a 17), com taxa de desenvolvimento de SEA de 14,3% (p = 0,003) (Figura 13).

Figura 13 - Incidéncia cumulativa de sequestro esplénico agudo (SEA) em pacientes pediatricos
com AF de acordo com modelo dominante para o polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3.
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Fonte: O autor (2023).

Por fim, para o priapismo todos o0s pacientes que desenvolveram a
complicagdo apresentaram o relato de diagnodstico na data aproximada, sendo
estes utilizados para o modelo de risco cumulativo. A média geral de seguimento
estimado para desenvolvimento de priapismo foi de 17 anos (IC95%: 16 a 17 anos).
Os pacientes com gendtipo homozigoto selvagem (GG) e heterozigoto (GC)
apresentaram um seguimento medio estimado de 17 anos (IC95%: 17 a 18) com
taxa de desenvolvimento cumulativa de priapismo de 11,3%. Os pacientes com

gendtipo homozigoto variante (CC) apresentaram seguimento médio de 16 anos
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(IC95%: 15 a 17), com taxa de desenvolvimento de priapismo de 25,8% (p = 0,037)
(Figura 14).

Figura 14 - Incidéncia cumulativa de priapismo em pacientes pediatricos com AF de acordo com
modelo dominante para o polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3.
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Fonte: O autor (2023).

Em concordéancia, nas andlises de regressao logistica, o genétipo CC do
rs10754558 foi associado com menor frequéncia de SEA comparado aos genotipos
GC/GG na analise univariada (p = 0,002; OR: 0,42; IC 95%: 0,24 — 0,73). Além
disso, um maior numero de crises vaso-oclusivas ao ano foi associado com o risco
de desenvolvimento SEA (p < 0,0001; OR: 2,83; IC 95%: 1,669 — 4,808). Na
analise de regressao logistica multivariada o gendtipo CC do rs10754558 foi
independentemente associado com menor frequéncia de SEA (p = 0,013; OR: 0,45;
IC 95%: 0,24 — 0,84), considerando sexo, idade, os haplétipos da globina (s,
coheranga com a mutagéo a -3,7Kb e numero de CVOQO’s por ano como variaveis de

confudimento (Tabela 6).
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Tabela 6 - Regressao logistica binaria e regresséo de riscos proporcionais de Cox univariada e multivariada para o desenvolvimento de sequestro esplénico

agudo no grupo pediatrico.

Covariaveis do Modelo Risco de SEA Incidéncia Cumulativa de SEA
OR 95% ClI P-valor HR 95% CI P-valor
Sexo (Masculino vs Feminino) 0,98 0,59-1,63 0,947 0,93 0,59-1,46 0,755
Idade (Continua) 1,01 0,95-1,08 0,654 1,07 1,00-1,15 0,031*
. Haplétipos (CAR/CAR vs ndo CAR/CAR) 0,66 0,38-1,15 0,150 1,50 0,92-245 0,097
A_”a“_se Alfa Talassemia (Mutado vs Normal) 1,13 060-2,12 0,705 1,05 060-1,83 0,861
Univariada /5 (53 ys <3 a0 ano) 283 1,66-4,80 <0,0001* 2,49 1,56-3,97 <0,0001*
NLRP3 rs10754558 (CC vs GC/GG) 0,42 0,24-0,73 0,002* 0,48 0,29-0,80 0,005*
Sexo (Masculino vs Feminino) 1,18 0,65-2,15 0,570 1,06 0,64-1,76 0,806
Idade (Continua) 0,96 0,88-1,04 0,355 1,03 0,95-1,12 0,461
Anadlise Haplétipos (CAR/CAR vs ndo CAR/CAR) 0,61 0,33-1,12 0,114 0,68 0,40-1,13 0,140
Multivariada Alfa Talassemia (Mutado vs Normal) 1,02 0,50-2,06 0,951 1,01 0,56-1,82 0,964
CVO (>3 vs <3 ao ano) 3,35 1,82-6,16 <0,0001* 252 150-4,25 <0,0001*
NLRP3 rs10754558 (CC vs GC/GG) 045 0,24-0,84 0,013* 0,51 0,30-0,87 0,013*

SEA, sequestro esplénico agudo; CVO, Crise vaso-oclusiva ao ano; CAR, Republica Centro-africana; IC, intervalo de confianca; HR, Hazard ratio; OR,

Odds ratio.
OR ou HR >1 ou <1 indicam um risco aumentado ou diminuido, respectivamente, de um evento para a primeira categoria listada.
*Diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Fonte: O autor (2023).
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Na analise de risco proporcional de Cox, o genétipo CC do rs10754558 foi
associado com maior tempo de desenvolvimento de SEA na analise univariada (p
= 0,005; hazard ratio, HR: 0,29; IC 95%: 0,29 — 0,80) e na analise multivariada (p =
0,013; HR: 0,51; IC 95%: 0,30 — 0,87), considerando sexo, idade, os haplotipos da
globina Bs, coheranga com a mutagéo a -3,7Kb e numero de CVQO'’s por ano como

variaveis de confudimento (Tabela 6).

Considerando as associag0es observadas com o risco de SEA, avaliamos a
associacdo do rs10754558 com a recorréncia da complicacdo. As andlises foram
realizadas de acordo com o numero de eventos, que foram divididos em grupos
descritos como: nenhum episodio de SEA, 1-2 episédios de SEA e = 3 episodios
de SEA. De acordo com a Tabela 7 é possivel observar que o alelo selvagem G foi
associado com maior numero de eventos de SEA comparado ao alelo variante C (p
= 0,0008). O gendtipo CC no modelo dominante foi associado com menor
frequéncia (p = 0,001) de SEA. Para o priapismo ndo foram observadas

associacOes com a recorréncia da complicacao (Tabela suplementar 6).

Tabela 7 - Associacao dos alelos e gendtipos do polimorfismo NLRP3 rs10754558, com o nimero
de eventos de sequestro esplénico agudo (SEA) em pacientes pediatricos com AF.

Modelos Genatipos Numero de eventos de SEA P-
/alelos valor**
0 1-2 23
N (%) N (%) N (%)
. C 330 (82,30%) 62 (15,46%) 9 (2,24%)
Alélico 0,0008*
G 156 (73,24%) 40 (18,78%) 17 (7,98%)
. CC 134 (86,5%) 20 (12,9%) 1 (0,6%)
Dominante 0,001*
GC/GG 149 (73,0%) 40 (19,6%) 15 (7,4%)
_ GG 28 (73,7%) 5 (13,2%) 5 (13,2%)
Recessivo 0,021
CC/GC 255 (79,4%) 55(17,1%) 11 (3,4%)
_ GC 121 (72,9%) 35(21,1%) 10 (6,0%)
Sobredominante ,037
CCI/IGG 162 (83,9%) 25 (13,0%) 6 (3,1%)
CC 134 (86,5%) 20 (12,9%) 1 (0,6%)
Codominante GC 121 (72,9%) 35(21,1%) 10 (6,0%) 0,001*
GG 28 (73,7%) 5 (13,2%) 5 (13,2%)

*Diferenca estatisticamente significativa.
**Comparacdo feita usando teste de chic-quadrado com post hoc de Bonferroni (P ajustado < 0,008).

Fonte: O autor (2023).
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6 DISCUSSAO

A hemodlise intravascular e a inflamacé&o estéril, por meio do grupo heme e
do complexo NLRP3, contribuem diretamente para a fisiopatologia da AF.
Evidéncias demonstraram aumento da expressdo dos componentes do
inflamassoma NLRP3 na AF (PITANGA et al., 2016, 2021), além de participacdo
do inflamassoma na agregacdo de plaquetas e neutréfilos e oclusdo vascular
(VATS et al.,, 2020). Assim, a investigacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos
relacionados com a inflamacéo e o NLRP3 podem contribuir para a identificacdo de
marcadores progndésticos para a doenca. O impacto de variantes genéticas
relacionadas com a regulacdo dos componentes do inflamassoma NLRP3 nas
complicacBes clinicas da AF, ainda sdo poucos exploradas. Dessa forma, neste
trabalho, n6s observamos associacdo entre o polimorfismo rs10754558 do gene
NLRP3 com a ocorréncia de sequestro esplénico agudo e priapismo em pacientes
pediatricos com AF.

Em um estudo com 161 pacientes brasileiros com doenca falciforme,
variantes em genes do complexo inflamassoma (NLRP1 rs12150220, NLRP1
rs11651270, NLRP3 rs10754558, NLRP3 rs35829419, NLRC4 rs479333, CARD 8
rs2043211 e IL1B rs16944) foram avaliadas como moduladores de risco da doenca.
As variantes de ganho de funcdo NLRP1 rs11651270 e IL1B rs16944 mostraram-
se associadas a uma clinica mais leve, entretanto o polimorfismo NLRP3
rs10754558 n&o se mostrou associado com nenhum desfecho da doenca (DE
FREITAS DUTRA et al., 2022). Em outro estudo realizado no Brasil com 21
pacientes com AF de Manaus, ndo foi observada nenhuma associacdo dos
polimorfismos IL1B (rs16944), IL18 (rs187238), NLRP1 (rs2670660/rs12150220), e
NLRP3 (rs35829419/rs10754558) com a severidade da doenca (DE ALMEIDA et
al., 2019).

Até o momento, 0 nosso estudo em um grupo de 369 individuos com AF, foi
o primeiro a relatar que o gendtipo CC e o alelo C para o polimorfismo NLRP3
rs10754558 foram associados com uma menor frequéncia de sequestro esplénico
agudo. Além disso, este polimorfismo também se mostrou associado com menor
probabilidade cumulativa e menor numero de eventos de SEA em coorte pediatrica.
Este polimorfismo se mostrou independentemente associado com o risco e tempo

de desenvolvimento do SEA.
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O baco € um orgéao relacionando com a filtracdo e remocéao do sangue de
células senescentes e microrganismos por macréfagos teciduais, além de estar
envolvido com a regulacdo de linfocitos e resposta imune adaptativa (LADU et al.,
2021; LAPOUM et al., 2019). Na AF, o microambiente esplénico, assim como as
caracteristicas dos eritrocitos falcizados e aumento da expressédo de moléculas de
adesao, podem favorecer o rapido aprisionamento de um grande volume hemacias
no bago (BROUSSE et al.,, 2014). Aléem disso, os episodios de SEA podem
cumulativamente propiciar o estabelecimento de um hipoesplenismo funcional,

causando aumento do risco para infeccbes (BROUSSE et al., 2014).

Apesar de ser associado com altas taxas de mortalidade nos primeiros anos
de vida, a fisiopatologia e os fatores de risco do SEA ainda sdo pouco esclarecidos
(BEN KHALED et al., 2020). Esplenomegalia, palidez crénica, inicio precoce dos
sintomas e reticulocitose foram apontados como fatores predisponentes para o0 SEA
(BEN KHALED et al.,, 2020). Eventos clinicos como a febre e infeccdo foram
extremamente comuns em concomitancia com um episodio de SEA, sugerindo que
a inflamacédo exacerbada, decorrente desses eventos, também possa contribuir
para o aprisionamento de hemacias no baco (BROUSSE et al., 2012).
Adicionalmente, fatores genéticos também podem influenciar no risco desta
complicagcédo. A variante TNF-308 G>A do gene que codifica o TNF-alfa, uma
importante citocina pro-inflamatdria relacionada com ativagéo de células endoteliais
e leucdcitos, adesao celular e inducdo da cascata de coagulacdo, foi associada
com o risco de desenvolvimento de SEA na AF (CAJADO et al., 2011). Assim como
no nosso estudo, estes dados corroboram o papel da inflamacgéo e de moduladores

genéticos no desenvolvimento desta complicagao.

O polimorfismo rs10754558, que se localiza na regido 3'UTR do gene,
mostrou-se associado com a mudancga conformacional e o aumento da estabilidade
do mRNA do gene NLRP3 (HITOMI et al., 2009). Em experimentos funcionais, foi
observada maior atividade de construtos alelo-especificos para o alelo G quando
comparado ao alelo C. Além disso, evidéncias apontam associa¢do do rs10754558
com niveis de expressdo de mRNA do gene NLRP3. Em pacientes com artrite
gotosa aguda, os niveis de mRNA do NLRP3, e do gene IL1B e 0s niveis séricos

de IL1B eram mais altos em pacientes com genétipos GG e GC quando comparado
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ao genotipo CC do polimorfismo rs10754558 (ZHANG et al., 2018). Os niveis do
MRNA do NLRP3 e os niveis séricos de IL13 também se mostraram mais elevados
no gendtipo GG, comparado ao gendtipo CC em pacientes com AVC isquémico
(ZHU et al., 2016) e doenca arterial coronéria (ZHOU et al., 2016). Considerando
estes achados, é provavel que o rs10754558 influencie no risco de SEA na AF por

meio da desregulacao da expressédo do NLRP3 no baco.

Evidéncias j& demonstraram o papel do inflamassoma NLRP3 na fisiologia
do baco e disturbios esplénicos. Em modelo animal para Idpus, os niveis de
expressao dos componentes indutores da piroptose (IL1p, IL-18, NLRP3, Caspase-
1 e TNF-alfa) foram maiores no baco quando comparado ao timo, indicando que
este 0rgdo possui um maior numero de células imunorreativas (FAN et al., 2020).
Além disso, o aumento da expressdo do NLRP3 e a sintese e liberacdo excessivas
de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1B, parecem desempenhar um papel
importante na patogénese do hiperesplenismo (XIA et al., 2010). Kour e
colaboradores (2023) mostraram que a utilizacdo da droga anti-inflamatéria
flurbiprofeno em camundongos transgénicos com AF, levou a diminuicdo da
liberacdo de IL-1B mediada pelo NLRP3, além de redugao da congestao causada
por hemacias falcizadas e melhoria na morfologia tecidual do baco e dos pulmdes
(KOUR et al.,, 2023). Estes dados apontam para a relevancia do complexo
inflamassoma no estabelecimento de resposta inflamatéria e dano tecidual no baco
na AF.

Dessa forma, considerando que a inflamacao é um fator desencadeador do
SEA na AF, a desregulacéo da expressao do NLRP3 e seus componentes pode ser
um importante fator de risco. Assim, é possivel que individuos com genoétipo CC
para o polimorfismo rs1075455, apresentem menores niveis de NLRP3 e das
citocinas IL1B e IL-18, contribuindo para diminuicdo da resposta inflamatoria
exacerbada, adesdo, congestdao de hemacias e consequentemente, menor risco

para desencadeamento do SEA.

No nosso estudo também observamos que o genétipo CC do rs10754558 foi
associado com maior frequéncia e maior incidéncia cumulativa de priapismo em
coorte pediatrica com AF quando comparado aos genétipos GC e GG. O priapismo
€ uma complicacdo da AF desencadeada pela vaso-oclusédo e aprisionamento de

hemacias nos corpos cavernosos do pénis. A hipoxemia, desidratacéo, pH baixo e
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alteracdes vasculares, com aumento da adeséao celular, ativacdo da coagulacéo e
inflamacdo também contribuem para esta complicacdo (OZAHATA et al., 2019;
WANG et al., 2016). O NO é uma molécula critica para a regulacéo e fisiopatologia
do priapismo. Por meio da ativagéo da guanilato ciclase, o NO estimula a producao
de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP), culminando na vasodilatacdo e
relaxamento da musculatura peniana (IDRIS et al.,, 2022). A diminuicdo da
biodisponibilidade do NO observada na AF, contribui para a vasculopatia e
desencadeamento do priapismo. Polimorfismos no gene que codifica o Klotho (KL),
uma proteina relacionada com a regulacéo da biologia do NO, ja foram associados

com a ocorréncia de priapismo na AF (BATISTA et al., 2021b).

Embora nenhum estudo, que seja do nosso conhecimento, tenha sido
realizado avaliando a associacdo de variantes genéticas em NLRP3 com o
priapismo, evidéncias apontam papel do inflamassoma NLRP3 com disturbios
eréteis. Em modelo animal foi observado que a inibicdo do inflamassoma NLRP3
leva ao comprometimento do relaxamento dos corpos cavernosos mediado pelo
NO, enquanto sua super ativagdo contribui para a diminuicdo da sensibilidade da
musculatura lisa cavernosa ao NO e diminui¢do do relaxamento do endotélio (FAIS
et al., 2019). Em outro estudo foi observado que nos corpos cavernosos de ratos
com baixo status androgénico (castrados), os niveis dos componentes da piroptose
(NLRP3, ASC, Caspase-1 p20, GSDMD- N, e IL- 1B) estavam significativamente
elevados, quando comparado a ratos que passaram por operacao simulada e ratos
castrados com reposicao de testosterona. Além disso, nos ratos com baixo status
androgénico, foi observado aumento da fibrose dos corpos cavernosos e
diminuicdo do NO por mecanismo dependente da piroptose (CHEN et al.,
2021).Tendo em vista que o inflamassoma contribui para a disfuncao erétil por
mecanismo dependente de NO, é provavel que polimorfismos nos componentes do

complexo NLRP3 possam contribuir para a fisiopatologia do priapismo na AF.

Apesar de observada associa¢cdo no grupo pediatrico, estes resultados nao
se confirmaram na coorte de pacientes adultos, onde a frequéncia de casos de
priapismo é maior (pediatrico 13,2% e adulto 27,1%). Assim, nés hipotetizamos que
para o grupo adulto, onde a mediana de idade de desenvolvimento de priapismo é
maior, outros fatores cumulativos da doenca possam ter maior impacto na

ocorréncia da complicacdo. Além disso, em contraste com os achados do sequestro
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esplénico, o genotipo CC do polimorfismo NLRP3 rs10754558 foi associado com
maior risco de desenvolvimento de priapismo. Dentre as causas que possam
explicar essa associagao contraria, podemos citar o numero pequeno de individuos
com priapismo no grupo pediatrico (24 pacientes), fato que pode influenciar nos
achados das andlises de associacdo. Com isso, seria interessante realizar estudos
com um grupo maior de individuos com priapismo na faixa pediatrica para verificar
a existéncia de associacdo e confirmar os dados. Além disso, o impacto de
variantes genéticas pode diferir dependendo dos processos e vias biolégicas
relevantes em um determinado tecido. Dessa forma, € possivel que o rs10754558
possa influenciar o fenétipo de maneiras distintas a depender do tecido e 6rgao

especifico.

Além disso, observamos que o genoétipo CC do rs10754558, se mostrou
associado com menores niveis de hemoglobina quando comparado aos genoétipos
GC/GG. Apesar da significancia estatistica, nds hipotetizamos que a associacao
ndo tenha importancia clinica, visto que a diferenca da mediana dos niveis de
hemoglobina entre os genétipos (CC = 7,8 g/dL e GC/GG = 8,0 g/dL), € muito

pequena ndo tendo, portanto, um significado biolégico.

Embora nossos achados corroborem com a importancia do NLRP3 na
fisiopatologia das complicacdes clinicas da AF, nossos resultados sao confrontados
com algumas limitacdes. Primeiro, ndo determinamos os niveis de expressao dos
componentes do inflamassoma NLRP3, a fim de melhor compreender seu impacto
nas complicacdes da AF e as associa¢cdes com as variantes genéticas encontradas.
Além disso, os resultados de associacdo com o priapismo devem ser levados com
cautela, visto que o pequeno tamanho de casos de pacientes com a complicacéo
no grupo pediatrico, pode afetar o poder das andlises de associacdo. Finalmente,
a falta de validacdo em coortes independentes restringe a extrapolacdo de nossos

achados para a populacéo em geral.

Em resumo, nossos resultados demonstram que o polimorfismo NLRP3
rs10754558 esta associado com a ocorréncia e o numero de eventos de SEA em
coorte pediatrica com AF. Além disso, no grupo pediatrico, 0 NLRP3 rs10754558
também foi associado com a ocorréncia de priapismo. Esses resultados sugerem
papel da desregulacdo do inflamassoma na fisiopatologia das complicagbes

clinicas da AF. Por fim, estudos futuros avaliando os niveis dos componentes do
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NLRP3, podem contribuir para compreensao dos mecanismos relacionados com o
impacto das variantes genéticas na inflamacédo e ocorréncia de complicacdes

clinicas, e para o desenvolvimento de novos métodos de avaliacdo de risco em

pacientes com AF
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados é possivel concluir que:

O alelo C e genotipo CC do polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3
mostraram-se associados com a diminuigéo do desenvolvimento de SEA em

individuos pediatricos com AF;

Pacientes com genotipo CC para o polimorfismo rs10754558, apresentaram
menor incidéncia cumulativa para desenvolvimento de SEA, quando

comparados com os gendétipos GC e GG;

O polimorfismo rs10754558 foi independentemente associado com o risco e
tempo de desenvolvimento do SEA em pacientes pediatricos com AF mesmo

na presenca dos confundidores utilizados;

O alelo C e o gendtipo CC do polimorfismo rs10754558 foram associados
com menor numero de eventos de SEA em coorte pediatrica com AF;

O gendtipo CC do polimorfismo rs10754558 do gene NLRP3 quando
comparado aos genoétipos GC e GG mostrou-se associado com maior
desenvolvimento de priapismo em individuos pediatricos com AF;
Pacientes com o0 genétipo CC para o polimorfismo rs10754558,
apresentaram niveis reduzidos de hemoglobina, quando comparados com
0s gendtipos GC e GG.

Os alelos e os genotipos dos polimorfismos rs10754558 e rs4612666 do
gene NLRP3 ndo foram associados com as complicacdes clinicas em

pacientes adultos com AF;
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compressas de gelo nas primeiras horas apos a coleta, em seguida, podem
ser colocadas compressas mornas para ajudar a eliminar o hematoma mais
rapidamente. Além disso, existe a possibilidade de quebra de sigilo por meio
da identificagdo dos pacientes, ainda que involuntaria ou extravio dos
exames dos prontuarios. A forma de amenizar € por meio do compromisso,
confidencialidade e sigilo dos dados coletados, garantindo que as
informacdes ndo serao divulgadas fora desse projeto.

» Como resultado desta pesquisa ndo estéo previstos beneficios diretos para
VOCé, entretanto, como beneficio indireto os dados obtidos com este estudo
poderdo ser Uteis na busca de novos medicamentos com alvos eficientes e
poucas reacfes adversas para tratar e melhorar a qualidade de vida dos
pacientes com anemia falciforme.

Esclarecemos que os participantes dessa pesquisa tém plena liberdade de
se recusar a participar do estudo e que esta decisdo ndo acarretara penalizacao
por parte dos pesquisadores. As informacdes desta pesquisa seréo confidencias e
serdo divulgadas apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo
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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 apds o término da pesquisa.

Nada Ihe sera pago e nem seré cobrado para participar desta pesquisa, pois
a aceitacdo é voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de
danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme
decisédo judicial ou extrajudicial. Se houver necessidade, as despesas para a sua
participacdo serdo assumidas pelos pesquisadores (ressarcimento de transporte e
alimentacéo). Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo,
o (a) senhor (a) 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:
cephumanos.ufpe@ufpe.br).

(Assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF :
abaixo assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido
a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duavidas com o
pesquisador responsavel, concordo em participar no estudo “INVESTIGACAO DA
ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS NO GENE NLRP3 COM A OCORRENCIA
DE COMPLICAQOES CLINICAS EM PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME”,
como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo
pesquisador sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes da minha participacdo. Foi-me garantido
gue posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a
qualquer  penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento).

Local e data

Assinatura do (a) participante

Presenciamos a solicitagéo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e aceite do voluntario em patrticipar.

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE A — TABELA SUPLEMENTAR 1

Tabela Suplementar 1 - Estimativa de casos de doenca falciforme (DF) e traco falciforme (AS) por
nascidos vivos e numero de 6bitos por DF relatados no Brasil no ano de 2021.

: . Doenca Traco .
Unidade Federativa falciforme (DF) talciforme Obitos por DF
Brasil Total 1.2567 1:43 442
Rondobnia 1:4240 1:45 1
Acre 1:3140 1:44 2
Amazonas 1:6538 1. 68 4
Roraima NR NR 1
Para 1:5485 NR 16
Amapa NR NR NR
Tocantins NR NR 6
Maranhéo 1:1065 1:34 20
Piaui 1:2090 1:29 15
Ceara 1:8018 1:58 11
Rio Grande do Norte 1.8686 1.59 6
Paraiba 1:8007 1:68 4
Pernambuco 1:3236 1.51 15
Alagoas 1:2569 1:39 7
Sergipe 1:1950 1:32 12
Bahia 1:1091 1:26 64
Minas Gerais 1:1572 1:35 48
Espirito Santo 1:2916 1:35 10
Rio de Janeiro 1:2110 1:35 54
Séao Paulo 1:3072 1:44 85
Parana 1:12907 1.64 10
Santa Catarina 1:5676 1:89 2
Rio Grande do Sul 1:8296 1:100 3
Mato Grosso do Sul 1:5272 1:59 1
Mato Grosso 1:2629 1:48 11
Goias 1:1624 1:47 22
Distrito Federal 1:1001 1:25 12

Fonte: Autoria propria, com dados extraidos do Relatério Anual de dados do PNTN, 2020-2022,
Sistema de Informag8es sobre Mortalidade — SIM/MS e Plataforma Integrada de Vigilancia em

Saude — Plataforma IVIS/MS.

NR - Relatorio ndo encaminhado ao Ministério da Saude.
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Tabela Suplementar 2 - Comparacgéo dos achados clinicos-laboratoriais dos pacientes pediatricos
com AF para o polimorfismo NLRP3 rs4612666, conforme modelo de heranca codominante.

Caracteristicas clinicas e Todos os Genotipo CC  Gen6tipo TC Gen6tipo TT p-
laboratoriais pacientes Total: 150 (%) Total: 85 (%)  Total: 34 (%) valor*
N= 369
RBC (x10%/mm?3) mediana 2,86 2,83 2,84 2,97 0805
Intervalo 1,66 — 3,78 1,85-3,48 1,66 — 3,78 1,86 - 3,25 '
Hb (g/dL) mediana 7,9 7.9 7,9 8,3 0,179
Intervalo 4,8 -10,7 5,0-10,7 48-9,8 56-9,9
Ht (%) mediana 22,8 23,3 22,3 24,4 0,141
Intervalo 14,7 - 32,7 16,2 - 32,7 14,7 -31,1 18,4 — 26,6
VCM (fL) mediana 87,0 87,0 86,8 89,6 0,077
Intervalo 61,1 —-102,9 65,3 —102,9 61,1 -98,3 80,1 —100,0
HCM (pg) mediana 28,9 29,2 28,7 29,3 0,111
Intervalo 19,2 -33,3 20,0 -33,3 19,2 -32,7 26,2-32,8
Ret (%) mediana 9,9 10,2 10,1 8,5 0,259
Intervalo 0,4-26,4 1,5-22,3 0,4-26,4 4,2 -20,6
Hb F (%) mediana 9,8 10,8 9,2 16,6 0,100
Intervalo 1,1-28,5 1,6 — 28,5 1,1-24,2 3,5-20,0
WBC (x103/mms3) mediana 14,1 14,0 13,9 17,7 0,019
Intervalo 2,1-37,9 2,1-30,8 3,3-325 2,1-37,9
PLT (x103mms3) mediana 444 411 453 465,0 0,574
Intervalo 114 - 875 175 -802 114 - 802 136 — 875
LDH (U/L) mediana 814,5 883,50 774,0 839,5 0,533
Intervalo 211 —-2401 378 — 1993 211 -2401 635 - 1453
BT (mg/dL) mediana 1,95 1,99 1,88 2,52 0,241
Intervalo 0,65 — 8,92 0,88 -7,12 0,65 — 8,92 0,80 -28,10
Bl (mg/dL) mediana 1,49 1,58 1,37 2,01 0,149
Intervalo 0,35 -8,52 0,43 - 6,52 0,35-8,52 0,47 - 7,62
Idade 0,152
Mediana (anos) 13 12 13 14
Intervalo (anos) 4-18 4-18 4-18 6-18
Sexo 0,149
Masculino 187 (49,3%) 76 (50,7%) 99 (53,5%) 12 (35,3%)
Feminino 182 (50,7%) 74 (49,3%) 86 (46,5%) 22 (64,7%)
Crise vaso-oclusiva ao 0,143
ano 215 (62,1%) 97 (68,8%) 101 (58,7%) 17 (51,5%)
<3 86 (24,9%) 32 (22,7%) 45 (26,2%) 9 (27,3%)
>3 45 (13,0%) 12 (8,5%) 26 (14,1%) 7 (21,2%)
>6
Dactilite 0,900
Sim 111 (31,1%) 46 (31,3%) 54 (30,3%) 11 (34,4%)
Nao 246 (68,9%) 101 (68,7%) 124 (69,7%) 21 (65,6%)
Sequestro esplénico 0,287
Sim 76 (21,2%) 26 (17,7%) 44 (24,6%) 6 (18,2%)
Nao 283 (78,8%) 121 (82,3%) 135 (75,4%) 27 (81,8%)
Priapismo 0,878
Sim 24 (13,2%) 10 (12,7%) 12 (13,0%) 2 (18,2%)
Nao 158 (86,8%) 69 (87,3%) 80 (87,0%) 9 (81,8%)
STA 0,801
Sim 25 (7,0%) 9 (6,1%) 14 (7,9%) 2 (6,1%)
Nao 334 (93,0%) 139 (93,9%) 164 (92,1%) 31 (93,9%)
AVC 0,062
Sim 17 (4,7%) 8 (5,4%) 5 (2,8%) 4 (12,1%)
Nao 341 (95,3%) 140 (94,6%) 172 (97,2%) 29 (87,9%)
Doenca cerebrovascular 0,362

Sim

40 (11,2%)

14 (9,5%)

20 (11,3%)

6 (18,2%)
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Nao 317 (88,8%) 133 (90,5%) 157 (88,7%) 27 (81,8%)
Moya-Moya 0,709
Sim 6 (2,2%) 3(2,7%) 2 (1,5%) 1 (3,6%)

N&o 267 (97,8%) 108 (97,3%) 132 (98,5%) 27 (96,4%)

Infarto Silencioso 0,355
Sim 4 (1,5%) 3(2,7%) 1 (0,7%) 0 (0,0%)

Nao 269 (98,5%) 108 (97,3%) 133 (99,3%) 28 (100,0%

Ataque Isquémico 0,413
Transitorio 3 (1,1%) 1 (0,9%) 1 (0,7%) 1 (3,6%)

Sim 270 (98,9%) 110 (99,1%) 133 (99,3%) 27 (96,4%)

N&o
Doppler transcraniano 0,888

Normal 210 (68,2%) 87 (68,5%) 98 (65,8%) 25 (78,1%)
Condicionante 68 (22,1%) 31 (24,4%) 34 (22,8%) 3 (9,4%)
Alto Risco 30 (9,7%) 9 (7,1%) 17 (11,4%) 4 (12,5%)

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht:

Hematocrito, VCM, Volume corpuscular médio, HCM:

Hemoglobina corpuscular média, HbF: Hemoglobina fetal, WBC: Leucécitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, STA; Sindrome toracica aguda, AVC:
Acidente vascular cerebral.

* Para as variaveis categoéricas foi utilizado o teste de Chi-quadrado. Para as varidveis continuas foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Fonte: O autor (2023).
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Tabela Suplementar 3 - Comparacéo dos achados clinicos-laboratoriais dos pacientes adultos com

AF para o polimorfismo NLRP3 rs4612666, conforme modelo de heranca codominante.

Caracteristicas clinicas Todos os Genotipo Genotipo Genotipo p-valor*
e laboratoriais pacientes CcC TC TT
N: 484 Total: 183 Total: 247 Total: 54
RBC (x108/mm?) 2,55 2,52 2,58 2,57
mediana 1,50 - 4,56 1,50 - 4,56 1,50 -4,43 1,77 -4,33 0,613
Intervalo
Hb (g/dL) mediana 7,8 7,8 7,9 7,7 0,726
Intervalo 4,2-10,5 42-10,4 4,8-10,3 5,6 —-10,5
Ht (%) mediana 23,6 23,5 23,8 23,5 0,787
Intervalo 14,8 - 35,1 14,8 - 35,1 14,8 - 32,3 14,9 -32,7
VCM (fL) mediana 92,5 92,9 92,6 90,2 0,528
Intervalo 65,0-121,7 699-118,0 65,0-121,7 74,0-113,0
HCM (pg) mediana 30,8 30,8 30,9 30,8 0,760
Intervalo 19,2-40,9 20,2-39,8 19,2 -40,9 20,8 - 36,2
Ret (%) mediana 9,7 9,7 9,4 10,1 0,767
Intervalo 1,3-32,0 15-32,0 1,3-29,2 2,8-27,9
Hb Fetal (%) mediana 6,9 7,1 6,6 6,7 0,213
Intervalo 0,8-28,0 1,0-28,0 0,9-24.4 0,8-24,0
WBC (x103/mms3) 12,0 12,2 12,2 10,9 0,545
mediana 2,7-34,1 51-32,0 2,7-34,1 51-27,6
Intervalo
Plt (x103/mm3) mediana 420 413 415 464 0,281
Intervalo 115-973 115-973 177 -814 178 — 693
LDH (U/L) mediana 826 795 827 873 0,841
Intervalo 219 — 3542 233 - 2756 219 — 3542 237 — 1900
BT (mg/dL) mediana 2,83 2,85 2,97 2,59 0,454
Intervalo 0,88-1549 093-14,21 0,88-1549 0,94-7,40
Bl (mg/dL) mediana 2,19 2,08 2,34 2,09 0,470
Intervalo 0,13-14,94 0,35-9,60 0,13 - 14,94 0,74 -7,00
Idade 0,382
Mediana (anos) 31 31 31 30
Intervalo (anos) 19-65 19-63 19- 65 19-50
Sexo 0,202
Masculino 221 (45,7%) 86 (47,0%) 109 (44,1%) 26 (48,1%)
Feminino 263 (54,3%) 97 (53,0%) 138 (55,9%) 28 (51,9%)
Crise vaso-oclusiva ao 0,365
ano 243 (47,6%) 79 (43,2%) 123 (50,0%) 28 (51,8%)
<3 187 (36,7%) 76 (41,5%) 80 (32,5%) 19 (35,2%)
>3 80 (15,7%) 28 (15,3%) 43 (17,5%) 7 (13,0%)
>6
Dactilite 0,232
Sim 49 (10,2%) 16 (8,8%) 24 (9,8%) 9 (16,7%)
Nao 433 (89,8%) 166 (91,2%) 222 (90,2%) 45 (83,3%)
Sequestro esplénico 0,224
Sim 44 (8,6%) 14 (7,7%) 26 (10,5%) 2 (3,7%)
Nao 467 (91,4%) 169 (92,3%) 221 (89,5%) 52 (96,3%)
Priapismo 0,390
Sim 62 (27,1%) * 25 (28,7%) 29 (26,9%) 4 (15,4%)
N&o 167 (72,9%) 62 (71,3%) 79 (73,1%) 22 (84,6%)
STA 0,393
Sim 84 (16,6%) 25 (13,9%) 46 (18,7%) 8 (14,8%)
N&o 423 (84,1%) 155 (86,1% 200 (81,3%) 46 (85,2%)
Osteonecrose 0,202
Sim 80 (15,9%) 37 (20,4%) 35 (14,5%) 7 (13,0%)
N&o 423 (84,1%) 144 (79,6%) 206 (85,5%) 47 (87,0%)
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Ulcera Maleolar 0,284
Sim 119 (23,3%) 23 (12,6%) 63 (25,6%) 12 (22,2%)
N&o 391 (76,7%) 159 (87,4%) 183 (74,4%) 42 (77,8%)

AVC 0,955
Sim 67 (13,2%)  23(12,6%) 30 (12,2%) 6 (11,1%)
N&o 442 (86,8%) 159 (87,4%) 216 (87,8%) 48 (88,9%)

Doenca cerebrovascular 0,726
Sim 76 (14,9%) 28 (15,3%) 34 (13,8%) 6 (11,1%)
N&o 435(85,1%) 155 (84,7%) 213(86,2%) 48 (88,9%)

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdécrito, VCM, Volume corpuscular médio, HCM:
Hemoglobina corpuscular média, HbF: Hemoglobina fetal, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, STA; Sindrome toracica aguda, AVC:
Acidente vascular cerebral.

* Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste de Chi-quadrado. Para as variaveis continuas foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Fonte: O autor (2023).
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Tabela Suplementar 4 - Comparacgao dos achados clinicos-laboratoriais dos pacientes adultos com
AF para o polimorfismo NLRP3 rs10754558, conforme modelo de heranca codominante.

Caracteristicas clinicas e Todos os Genétipo Genétipo Gendtipo P-valor*
laboratoriais pacientes CcC GC GG
N: 511 Total: 203 Total: 255 Total: 53
RBC (x108/mm3) mediana 2,55 2,52 2,56 2,45 0593
Intervalo 1,50 - 4,56 1,64 — 4,56 1,50 - 4,43 1,50 - 3,80 '
Hb (g/dL) mediana 7,8 7,8 7,85 7.8 0,660
Intervalo 4,2-10,5 53-10,5 42-10,4 6,1-10,3
Ht (%) mediana 23,6 23,5 23,7 23,6 0,918
Intervalo 14,8 -35,1 14,9 - 33,6 14,8 - 35,1 14,8 -32,3
VCM (fL) mediana 92,5 93,9 91,4 93,6 0,097
Intervalo 65,0-121,7 65,0-1180 67,6-121,7 73,7-117,4
HCM (pg) mediana 30,8 30,8 30,5 31,6 0,200
Intervalo 19,2 -40,9 19,2-39,8 20,20-40,9 21,3-39,0
Ret (%) mediana 9,7 10,0 9,00 10,3 0,59
Intervalo 1,3-32,0 1,3-32,0 1,5-28,0 2,2-24,0
Hb Fetal (%) mediana 6,9 7,1 6,70 7,0 0,826
Intervalo 0,8-28,0 0,8-28,0 1,0-26,0 1,2-245
WBC (x103mms3) mediana 12,0 12,3 11,9 11,3 0,563
Intervalo 2,71-34,1 51-33,5 2,7-34,1 6,4 - 30,0
Plt (x103%/mm?3) mediana 420 404 435 411,0 0,710
Intervalo 115-973 142 - 973 115-870 164 — 693
LDH (U/L) mediana 826 873 764 894 0,291
Intervalo 219 — 3542 219 - 3153 223 — 3000 235 - 3542
BT (mg/dL) mediana 2,83 2,96 2,71 2,97 0,585
Intervalo 0,88-1549 0,94-14,21 0,88-1549 0,93-10,14
Bl (mg/dL) mediana 2,19 2,29 2,08 2,39 0,679
Intervalo 0,13-1494 0,35-13,58 0,13-14,94 0,51 -9,60
Idade 0,143
Mediana (anos) 31 30 32 31
Intervalo (anos) 19 -65 19-60 19-65 19-64
Sexo 0,202
Masculino 228 (44,6%) 90 (44,3%) 119 (46,7%) 21 (39,6%)
Feminino 283 (55,4%) 113 (55,7%) 136 (53,3%) 32 (60,4%)
Crise vaso-oclusiva/ano 0,351
<3 243 (47,6%) 90 (44,3%) 126 (49,6%) 27 (50,9%)
>3 187 (36,7%) 82 (40,4%) 86 (33,9%) 19 (35,8%)
>6 80 (15,7%) 31 (15,3%) 42 (16,5%) 7 (13,2%)
Sequestro esplénico 0,727
Sim 44 (8,6%) 15 (7,4%) 24 (9,4%) 5 (9,4%)
Nao 467 (91,4%) 188 (92,6%) 231 (90,6%) 48 (90,6%)
Priapismo 0,883
Sim 62 (27,1%) * 23 (26,1%) 34 (28,3%) 5 (23,8%)
Nao 167 (72,9%) 65 (73,9%) 86 (71,7%) 16 (76,2%)
STA 0,384
Sim 84 (16,6%) 28 (13,8%) 46 (18,3%) 10 (19,2%)
Nao 423 (84,1%) 175 (86,2%) 206 (81,7%) 42 (80,8%)
Osteonecrose 0,443
Sim 80 (15,9%) 37 (18,4%) 35 (14,0%) 8 (15,4%)
Nao 423 (84,1%) 164 (81,6%) 215 (86,0%) 44 (84,6%)
Ulcera Maleolar 0,206
Sim 119 (23,3%) 45 (22,2%) 66 (26,0%) 8 (15,1%)
Nao 391 (76,7%) 158 (77,8%) 188 (74,0%) 45 (84,9%)
AVC 0,233
Sim 67 (13,2%) 28 (13,9%) 36 (14,1%) 3 (5,7%)
Nao 442 (86,8%) 173 (96,1%) 219 (85,9%) 50 (94,3%)
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Doenca cerebrovascular 0,462
Sim 76 (14,9%) 33 (16,3%) 38 (14,9%) 5 (9,4%)
Nao 435 (85,1%) 170 (83,7%) 217 (85,1%) 48 (90,6%)

RBC: Hemécias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume corpuscular médio, HCM:
Hemoglobina corpuscular média, HbF: Hemoglobina fetal, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, STA; Sindrome toracica aguda, AVC:
Acidente vascular cerebral.

* Para as variaveis categoricas foi utilizado o teste de Chi-quadrado. Para as variaveis continuas foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Fonte: O autor (2023).
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Tabela Suplementar 5 - Comparacao dos achados clinicos-laboratoriais dos pacientes com AF para
0 polimorfismo NLRP3 rs10754558, conforme modelo de heranca codominante.

Caracteristicas clinicas Todos os Genotipo Gendtipo Genétipo p-
e laboratoriais pacientes CcC GC GG valor*
N: 880 Total: 361 Total: 426 Total: 93
RBC (x108/mm3) 2,41 2,40 2,44 2,36
mediana 1,66 — 4,56 1,85 -4,56 1,66 — 4,43 1,96-3,80 0,692
Intervalo
Hb (g/dL) mediana 7,9 7,8 7,9 7,7 0,138
Intervalo 4,2-10,7 4,8-10,5 4,2-10,7 5,8-10,6
Ht (%) mediana 23,4 23,4 23,5 23,5 0,525
Intervalo 14,7 - 35,1 14,7 - 33,6 14,8 - 35,1 14,8 -32,3
VCM (fL) mediana 90,2 91,1 89,7 91,3 0,121
Intervalo 61,1-121,7 650-118,0 61,1-121,7 73,7-1174
HCM (pg) mediana 30,1 30,1 30,1 30,6 0,313
Intervalo 19,2 - 40,9 19,2 -39,8 19,2 -40,9 21,3-39,0
Ret (%) mediana 9,8 9,8 9,3 11,0 0,209
Intervalo 0,4-32,0 0,4-32,0 1,5-28,0 2,2-24,0
Hb Fetal (%) mediana 7,4 7,2 7,4 7,5 0,981
Intervalo 0,8-28,5 0,8-28,0 1,0-28,5 1,2-245
WBC (x103/mms3) 12,7 13,0 12,5 12,5 0,432
mediana 2,1-37,9 3,3-37,9 21-34,1 5,9-30,0
Intervalo
PLT (x103/mms3) 427 417 434 415 0,896
mediana 114 -973 114 - 973 116 — 870 164 — 875
Intervalo
LDH (U/L) mediana 824 854 732 909 0,041
Intervalo 211 - 3542 219 — 3153 211 - 3000 235 -3542
BT (mg/dL) mediana 2,59 2,61 2,53 2,72 0,990
Intervalo 065-1549 0,65-1421 0,65-1549 0,78-10,14
Bl (mg/dL) mediana 1,99 2,00 1,98 2,06 0,973
Intervalo 0,13-1494 0,35-13,58 0,13-14,94 0,43-9,60
Idade 0,415
Mediana (anos) 22 20 23 22,0
Intervalo (anos) 4-65 4-64 4 -65 4,0-64,0
Sexo 0,778
Masculino 417 (47,4%) 174 (48,2%) 202 (47,4%) 41 (44,1%)
Feminino 463 (52,6) 187 (51,8%) 224 (52,6%) 52 (55,9%)
Crise vaso-oclusiva ao 0,385
ano 457 (53,4%) 180 (50,9%) 232 (55,8%) 45 (52,4%)
<3 274 (32,0%) 123 (34,7%) 120 (28,8%) 31 (36,0%)
>3 125 (14,6%) 51 (14,4%) 64 (15,4%) 10 (11,6%)
>6
Dactilite 0,472
Sim 165 (19,0%) 73 (20,4%) 73 (17,3%) 19 (21,1%)
N&o 703 (79,9%) 284 (79,6%) 348 (82,7%) 71 (78,9%)
Sequestro esplénico 0,039
Sim 121 (13,9%) 37 (10,3%) 69 (16,4%) 15 (16,5%)
Nao 749 (86,1%) 321 (89,7%) 352 (83,6%) 76 (83,5%)
Priapismo 0,707
Sim 86 (20,9%) 39 (22,5%) 38 (19,2%) 9 (22,5%)
Nao 325 (79,1%) 134 (77,5%) 160 (80,8%) 31 (77,5%)
STA 0,237
Sim 109 (12,6%) 37 (10,3%) 60 (14,4%) 12 (13,3%)
N&o 757 (87,4%) 321(89,7%) 358 (85,6%) 78 (86,7%)
Osteonecrose 0,694
Sim 86 (10,0%) 39 (11,0%) 38 (9,1%) 9 (10,0%)
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Nao 775 (90,0%) 316 (89,0%) 378 (90,9%) 81 (90,0%)
Ulcera Maleolar 0,175
Sim 120 (13,8%) 46 (12,8%) 66 (15,7%) 8 (8,8%)
N&o 749 (86,2%) 312 (87,2%) 354 (84,3%) 83 (91,2%)
AVC 0,354
Sim 84 (9,7%) 37 (10,4%) 42 (10,0%) 5 (5,5%)
N&o 783 (90,3%) 319 (89,6%) 378 (90,0%) 86 (94,5%)
Doenca 0,546
cerebrovascular 116 (13,4%) 51 (14,3%) 56 (13,3%) 9 (9,9%)
Sim 752 (86,6%) 306 (85,7%) 364 (86,7%) 82 (90,1%)
N&o

RBC: Hemacias, Hb: Hemoglobina, Ht: Hematdcrito, VCM, Volume corpuscular médio, HCM:
Hemoglobina corpuscular média, HbF: Hemoglobina fetal, WBC: Leucdcitos, PLT: Plaquetas, LDH:
Lactato desidrogenase, BT: Bilirrubina total, BI: Bilirrubina indireta, STA; Sindrome toracica aguda,
AVC: Acidente vascular cerebral.

* Para as varidveis categoricas foi utilizado o teste de Chi-quadrado. Para as variaveis continuas
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Fonte: O autor (2023).
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Tabela Suplementar 6 - Associacdo das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo NLRP3
rs10754558, com o nimero de eventos de priapismo em pacientes pediatricos com AF.

Modelos Genatipos Numero de eventos de Priapismo P-
/alelos valor*
0 1-4 25
N (%) N (%) N (%)

. C 213 (85,5%) 34 (13,7%) 2 (0,8%)
Alélico 0,424

G 103 (89,6%) 12 (10,4%) 0 (0,0%)

_ CcC 69 (81,2%) 15(17,60%) 1 (1,2%)
Dominante 0,087

GCI/IGG 89 (91,8%) 8 (8,2%) 0 (0,0%)

_ GG 14 (77,80%) 4 (22,2%) 0 (0,0%)
Recessivo 0,417

CC/IGC 144 (87,8%) 19 (11,6%) 1 (0,6%)

. GC 75 (94,9%) 4 (5,1%) 0 (0,0%)
Sobredominante 0,017

CCIGG 83 (80,6%) 19 (18,4%) 1 (0,9%)

CcC 69 (81,2%) 15(17,60%) 1 (1,2%)
Codominante GC 75 (94,9%) 4 (5,1%) 0 (0,0%) 0,066

GG 14 (77,8%) 4 (22,2%) 0 (0,0%)

*Comparacdo feita usando teste de chic-quadrado com post hoc (P ajustado < 0,008).

Fonte: O autor (2023).



