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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

O impacto potencial desta pesquisa consiste em ampliar a compreensdo dos
mecanismos inflamatérios envolvidos na anemia falciforme, por meio da analise
integrada de vias inflamatérias classicas, de sinalizagc&o intracelular e do sistema
endocanabinoide. Os resultados contribuem para o entendimento da fisiopatologia da
doenga em diferentes fendtipos e fornecem subsidios para a avaliagdo do efeito

modulador da hidroxiureia sobre essas vias, servindo como base para estudos futuros.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The potential impact of this research lies in advancing the understanding of
inflammatory mechanisms involved in sickle cell disease through an integrated
analysis of classical inflammatory pathways, intracellular signaling pathways, and the
endocannabinoid system. The findings contribute to the comprehension of disease
pathophysiology across different clinical phenotypes and provide insights into the
modulatory effects of hydroxyurea on these pathways, serving as a foundation for

future studies.
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RESUMO

A anemia falciforme € uma doenca hereditaria que inclui inflamacgao crénica, hemdlise
persistente e episddios recorrentes de dor. Entre as vias envolvidas nesses
processos, destacam-se a via da prostaglandina endoperéxido sintase 2 (PTGS2),
codificada pelo gene PTGS2, a sinalizagdo mediada por PI3K/PTEN e o sistema
endocanabinoide. Este estudo teve como objetivo avaliar a expresséao de genes
associados a essas vias inflamatdrias em pacientes com doenca falciforme, bem como
correlacionar esses achados moleculares com marcadores hematologicos e
bioquimicos de inflamag&o e hemdlise. A expressédo génica de PTGS2, PTGER4,
PI3K, PTEN, CNR1 e CNR2 foi analisada por PCR quantitativo em tempo real (QPCR)
em nove individuos com gendtipos HbSS cinco HbS/B*, em comparagdo com 10
controles HbAA. Os resultados de gPCR evidenciaram elevada variabilidade
interindividual na expressao génica, sem diferengas estatisticamente significativas
para a maioria dos genes avaliados, exceto para PI3K, que apresentou maior
expressao no grupo HbS/B*. Nos parametros clinico-laboratoriais, observaram-se
diferencas estatisticamente significativas em neutroéfilos, linfécitos, monécitos, LDH,
bilirrubina indireta e ferritina apés o uso de HU, enquanto o indice neutrdfilo/linfocito
nao apresentou diferenga significativa. Em conjunto, os dados sugerem que o uso
cronico de hidroxiureia promove modulagcdo do estado inflamatério e hemolitico
sistémico, podendo contribuir para a estabilizagcdo da expressdo basal de genes
inflamatérios. Esses achados reforcam a importdncia da via PI3K e do sistema
endocanabinoide como alvos potenciais na fisiopatologia da doenga falciforme e em

estratégias terapéuticas futuras.

Palavras-chave: doenca falciforme; inflamacgao; hidroxiureia; PTGS2; PI3K; sistema

endocanabinoide.



ABSTRACT

Sickle cell disease is a hereditary disorder characterized by chronic inflammation,
persistent hemolysis, and recurrent pain episodes. Among the pathways involved in
these processes, the prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) pathway,
encoded by the PTGS2 gene, PISK/PTEN-mediated signaling, and the
endocannabinoid system have been highlighted. This study aimed to evaluate the
expression of genes associated with these inflammatory pathways in patients with
sickle cell disease and to correlate molecular findings with hematological and
biochemical markers of inflammation and hemolysis. Gene expression of PTGS2,
PTGER4, PI3K, PTEN, CNR1, and CNRZ2 was analyzed by quantitative real-time PCR
(qPCR) in nine individuals with HbSS genotypes and five with HbS/B*, compared with
10 HbAA controls. The qPCR results revealed high interindividual variability in gene
expression, with no statistically significant differences for most genes evaluated,
except for PI3K, which showed increased expression in the HbS/B* group. Regarding
clinical and laboratory parameters, statistically significant differences were observed in
neutrophil, lymphocyte, and monocyte counts, as well as lactate dehydrogenase,
indirect bilirubin, and ferritin levels after hydroxyurea use, while the neutrophil-to-
lymphocyte ratio showed no significant difference. Overall, the data suggest that
chronic hydroxyurea therapy modulates systemic inflammatory and hemolytic status
and may contribute to the stabilization of basal inflammatory gene expression. These
findings reinforce the relevance of the PI3K pathway and the endocannabinoid system
as potential targets in the pathophysiology of sickle cell disease and in future

therapeutic strategies.

Keywords: sickle cell disease; inflammation; hydroxyurea; PTGS2; PI3K;

endocannabinoid system.
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1. INTRODUGCAO

1.1. HEMOGLOBINA

A hemoglobina (Hb) é uma proteina tetramérica de aproximadamente 65.000
daltons, constituida por quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas cadeias alfa e duas
cadeias beta associadas ao grupamento heme. Essa molécula tem como
caracteristica uma superficie interna hidrofébica e uma superficie externa hidrofilica.
Ao longo do desenvolvimento, temos diferentes tipos de hemoglobina sendo
expressos. As hemoglobinas embrionarias, Gower | (duas cadeias tipo zeta
associadas a duas cadeias épsilon), Gower Il (duas cadeias alfa associadas a duas
cadeias épsilon) e Portland (duas cadeias zeta e duas cadeias gama), expressas
durante os primeiros meses do desenvolvimento, com alta afinidade pelo oxigénio e
que cumprem o papel de difusdo do oxigénio da placenta para os tecidos embrionarios
em desenvolvimento. A partir da oitava semana de desenvolvimento, a hemoglobina
fetal (duas cadeias gama associadas a duas cadeias alfa) comega a ser expressa e
permanece em alta taxa até o nascimento e perdura até cerca de seis meses apos
esse evento (Ahmed et al., 2020) (Figura 1). Um dos fatores associados a supressao
da produgéo da gama globina € o fator de transcricdo BCL11A (Orkin e Bauer, 2015,
Chaturvedi et al, 2017). Essa hemoglobina (HbF) tem como principal caracteristica a

alta afinidade pelo oxigénio.

Figura 1. Alteragao na expressao das cadeias globinicas ao longo do desenvolvimento.

Vigliii?co Figado Baco Medula Ossea

l l l |

Sintese de Cadeias Globinicas (%)

Infancia
Tempo de Gestacao

Fonte: Adaptado de Sankaran e Orkin, 2013.
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Apods o nascimento essa proteina pode ser encontrada em diferentes formas,
de acordo com as cadeias globinicas pelas quais sdo compostas, sendo: hemoglobina
A (Hb A) formada por duas cadeias alfa e duas beta, que é expressa do final do
periodo fetal e ao longo de toda a vida do individuo, e atinge seu maximo apds o
nascimento por volta dos seis a oito meses de vida, e hemoglobina A2 (Hb A2),
expressa apos o nascimento em por¢gdo minoritaria. A cadeia beta substitui a cadeia
gama apoés o nascimento e forma a Hb A na constituicdo sanguinea sendo esse o
componente majoritario. Essas sdo as hemoglobinas consideradas normais para a
idade adulta.(Angastiniotis et al, 2013, Chaturvedi et al, 2017, Ahmed et al., 2020).

As hemoglobinopatias s&o um grupo de doengas genéticas que afetam
diretamente a hemoglobina. Essas alteragcdes podem ser quantitativas, quando ha
diminuicdo ou auséncia da quantidade de cadeias globinicas produzidas, o que
caracteriza as chamadas talassemias, podendo afetar as cadeias alfa, beta, delta e
gama, principalmente (Sadiq et al., 2024). Além disso, as alteragbes podem ser
qualitativas, afetando a estrutura, fungéo e até afinidade ao oxigénio da hemoglobina,

sendo estas consideradas hemoglobinas variantes.

1.1.1. HEMOGLOBINAS VARIANTES

As hemoglobinas variantes recebem essa nomenclatura pois sofreram algum
tipo de alteragao em sua estrutura. Essas alteracées podem afetar tanto cadeias tipo
alfa quanto cadeias tipo beta e podem ser originarias de mutag¢des pontuais, adigdes
ou até mesmo dele¢des nos genes responsaveis pela sintese das cadeias. Essas
alteracbes muitas das vezes sao silenciosas, uma vez que nao alteram funcéo,
estabilidade ou solubilidade da hemoglobina, mas outras podem causar redugao da
solubilidade, como as hemoglobinas S e C, instabilidade ou até mesmo modificagao
na afinidade ao oxigénio. (Wild e Bain, 2017). Segundo o censo Nacional de 2014-
2015, no Brasil as hemoglobinas variantes predominantes séo S, C, D e E. (Rosenfeld
et al., 2017)

Na Doencga Falciforme, uma mutacdo no gene que determina a cadeia beta,
localizado no brago curto do cromossomo 11, resulta na troca de um aminoacido
(acido glutédmico) por outro (valina) na posi¢ao seis da cadeia e, consequentemente,
a sintese de uma cadeia alterada (B%), que se dimeriza e se liga a um dimero de cadeia
alfa, formando outro tipo de hemoglobina, a S (HbS). A HbS ¢é encontrada

principalmente em heterozigose, recebendo o nome de trago falciforme. Quando em
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homozigose é denominada anemia falciforme (AF) e apresentando-se associada a
outras hemoglobinopatias, recebe o nome de doenca falciforme (DF). (Ballas, 2015)

A hemoglobina C (HbC) é decorrente de uma mutagéo pontual na posigéo seis
da cadeia da beta globina que causa a substituicdo de um acido glutamico por lisina.
Essa alteracdo tem como resultado a modificagdo da carga elétrica de hemoglobina e
consequentemente sua solubilidade, que diminui. Em heterozigose, essa alteragéo
ndo causa sintomas nos individuos, mas em homozigose ou associada a outras
condicdes como talassemias, pode causar sintomas moderados como anemia
hemolitica. (Rosenfeld et al., 2017; Karna et al., 2023)

A hemoglobina D (HbD) é uma variante estrutural da hemoglobina resultante
de uma mutagao pontual no gene da B-globina, caracterizada pela substituicdo do
acido glutadmico por glutamina na posi¢cao 121 da cadeia da beta globina. A variante
mais conhecida € a HbD-Punjab (também denominada HbD-Los Angeles), que
apresenta ampla distribuicdo geografica, embora com baixa prevaléncia no Brasil. De
forma isolada, a HbD geralmente ndo esta associada a manifestagdes clinicas
significativas. No entanto, quando em associagdo com outras hemoglobinas variantes,
especialmente a hemoglobina S (HbS), pode originar quadros clinicos semelhantes a
doenca falciforme, com manifestacdes variaveis de anemia hemolitica e eventos vaso-
oclusivos. (Pandey et al., 2012; Shamoon et al., 2025)

A hemoglobina E (HbE) é resultado de uma mutagao pontual na posigao 26 da
cadeia da beta globina, essa alteragao leva a formagao de uma cadeia menos eficiente
e mais instavel de hemoglobina. Além disso, essa mutacdo afeta diretamente o
splicing do RNA mensageiro (RNAm), reduzindo a produgao de cadeia beta globina,
dando a HbE, uma caracteristica de talassemia beta leve. Recentemente, tem sido
alvo de pesquisas relacionadas a edigdo genética, por conta de sua alta prevaléncia
no sudoeste asiatico (Fucharoen e Weatherall, 2012; Rosenfeld et al., 2017; Badat et
al., 2023)

1.2. DOENCA FALCIFORME

A classificacdo como DF inclui todas as formas de interacédo entre a Hb S e
outras hemoglobinopatias e talassemias; em termos de gravidade clinica o estado
homozigoto (HbSS), a AF, é o mais significativo. Em associacdo com beta
talassemias, seu gendtipo pode ser S/B*, no qual ha um alelo da beta globina com a

mutacao da HbS e o outro alelo, ndo mutado, tem sua expresséao parcialmente inibida.
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Outro gendtipo possivel seria S/B°, no qual apenas um alelo é mutado para HbS,
enquanto o outro € totalmente inibido, ndo produzindo cadeias de beta globina.
(Ballas, 2015; Kavanagh et al., 2022)

Essa molécula de hemoglobina tem a tendéncia de se polimerizar, ligando-se
a outras moléculas de HbS e modificando a sua ligagdo as moléculas de oxigénio. A
polimerizacdo entdo causa a deformacao do eritrocito até ter um formato de foice.
Assim, o eritrocito tem seu tempo de vida util diminuido e sua capacidade de
oxigenagao do sistema comprometida. Esse processo também deixa as moléculas de
oxigénio livres na corrente sanguinea, produzindo o oxigénio molecular - Oz -, que, por
sua vez, incorpora elétrons livres, adquirindo carga negativa como um ion superoxido.
Estas moléculas podem se ligar a membrana, causando lesdes, levando inclusive a
processos de hemoalise (fagocitose dos eritrocitos pelos macrofagos). Podem também
se ligar a moléculas de HbS, dando origem a moléculas de metemoglobina, que se
agregam, formando corpusculos de Heinz. Estes corpusculos se precipitam na
membrana expondo moléculas de fosfatidilserina. A falcizacdo dos eritrocitos traz
diversas consequéncias, entre elas a vaso-ocluséao, disfungado endotelial e o inicio de
um processo inflamatorio. (Buchanan et al., 2010; Ballas, 2015; Inusa et al., 2019;
Tebbi, 2022)

Em resposta a anemia hemolitica, pode-se observar o aumento da pressao
sanguinea, a dilatagdo ventricular e o estresse da parede do vaso sanguineo. A
hemoglobina livre resultante do evento de hemdlise ainda diminui a quantidade de
oxido nitrico (NO) na circulagéo. Esse evento decorre da interacdo da hemoglobina
livre com o NO, o que resulta na producao de metemoglobina. Essas condicoes,
guando somadas, potencializam os danos a parede do vaso, provocando a disfungao
do endotélio. Além disso, pacientes com o aumento da taxa de hemolise tém maiores
chances de desenvolver complicagbes em diferentes 6rgdos como hipertensao
pulmonar, hipoxemia, infartos cerebrais e até mesmo acidente vascular encefalico
(AVE). (Mack e Kato, 2006; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019; Tebbi, 2022)

O grupo heme, em sua forma normal ou oxidada, € um agonista de Toll-like
receptor 4 (TLR-4), um receptor de membrana relacionado com o processo de reagao
de resposta imune inata. Esse grupo possui potencial para desencadear um estado
pro-inflamatério e pré coagulante na DF, o que acarreta a ativagdo de leucdcitos,
plaquetas e geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Essa producédo de ERO

na doenca falciforme é desencadeada pela autoxidacdo da HbS, que produz ions
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superoxido (O27) e perdxido de hidrogénio (H202). Além disso, a hemdlise intravascular
crénica causa a liberagcdo de hemoglobina livre e do grupo heme livre, que sao pro-
oxidantes e favorecem as reagdes de Fenton, que resultam na producio do radical
hidroxila (OH). Assim, essa autoxidacdo da HbS desencadeia a reagao inflamatoéria
na DF ao favorecer a sinalizagao do sistema imune inato em células mononucleares
e do endotélio vascular. Além disso, processos de vaso-oclusao também
desencadeiam efeitos inflamatérios, uma vez que promovem a isquemia tecidual,
seguida por um processo de reperfusédo (I/R), no qual também sdo geradas ERO.
Desse processo inflamatorio, podemos destacar que a sua gravidade depende do
tamanho e da duragcdo do processo isquémico, além de depender também da
susceptibilidade do 6rgao afetado e do tipo celular (Figura 2) (Kaul; Finnegan;
Barabino, 2009; Shen; Kreisel; Golstein, 2013; van Beers e van Wijk, 2018; Sundd;
Gladwin; Novelli, 2019; Silva e Faustino, 2023).

Figura 2. Mecanismos oxidativos na fisiopatologia da doenga falciforme, relacionando o processo

de falcizagéo do eritrécito com os eventos inflamatérios, de hemolise, disfungao endotelial, vaso-
oclusao e isquemia tecidual.
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Diversos marcadores genéticos foram associados a gravidade da doencga

falciforme. Alguns desses marcadores incluem Haplotipos de B-globina, a-talassemia,
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e moduladores da concentragao de HbF. (Ballas, 2005; Fertrin; Costa, 2010; Ballas,
2015; Chaturvedi et al., 2017; Steinberg et al., 2019; Hebbel, 2020).

Haplotipos sdao combinagdes especificas de variagdes genéticas, como SNPs,
que ocorrem juntas num mesmo segmento de DNA e sdo herdadas em conjunto. Na
AF, esses marcadores podem auxiliar no processo de rastreamento de origens
evolutivas e na previsdo de alguns padrdes clinicos. Em geral, haplotipos podem
afetar a produgdo de HbF, agravando o quadro clinico dos pacientes. Embora
Okumura et al. (2017) tenham descrito varios haplétipos de beta-globina atipicos, em
ordem decrescente de produgéo de HbF, temos os haplotipos: Senegal, Arab-Indian,
Benin, Cameroon e CAR/Bantu, como sendo os principais haplétipos originarios.
Destes, o com clinica mais grave associada é o haplétipo Bantu/CAR e os mais
brandos sdo Senegal e Arab-Indian. (Okumura et al., 2017; Alsamiri et al., 2021)

Pode-se dizer que, no individuo com DF ou com AF, a dor é constante e pode
ter diversas causas e desdobramentos. Pesquisas apontam alguns tipos especificos
de dor na DF em decorréncia de manifestagdes clinicas como a crise vaso-oclusiva,
a sindrome toracica aguda, a Ulcera de perna e a necrose avascular/osteonecrose. E
importante ressaltar que, ndo necessariamente, um paciente tem apenas um desses
sintomas por vez; muitas vezes eles ocorrem de forma concomitante ao longo da vida.
(Ballas, 2015; Rees et al., 2022).

Na AF, a dor pode ser classificada como aguda, quando € pontual e
passageira, ou crbnica, quando a dor persiste por um periodo maior do que trés
meses. A dor aguda se origina a partir da fisiopatologia da doenga, o que inclui as
manifestacbes como ulcera de perna, sindrome toracica e vaso-oclusdo. Ja a dor
cronica pode ser de dois tipos: a) a de causas diretas, como Ulcera de perna e vaso-
oclusdo; e b) a de causas desconhecidas, nas quais ndo se sabe qual é o gatilho do
processo. A partir de repetidas crises vaso-oclusivas, € a constante exposicdo a
mediadores inflamatérios, ocorre uma plasticidade patologica do Sistema Nervoso
Central (SNC), que leva a uma sensibilizacdo central, resultando em reducédo dos
limiares de dor, alodinia e hiperalgesia. Ainda, a dor cronica na AF pode ter
componentes neuropaticos, como formigamento, queimagao ou pontadas. Em ambos
0s casos, o tratamento padréo é feito a base de analgésicos opioides, muitas vezes
em dosagem maxima ao longo do dia (Ballas, 2005; Buchanan et al., 2010; Queiroz e
Lima, 2013; Aich et al., 2016; Steinberg et al., 2019; Takaoka et al., 2021; Vona et al.,
2021).
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Ainda com relagao a dor, podemos destacar uma cascata de fendbmenos que
culminam em uma crise vaso-oclusiva: polimerizagdo da HbS, falcizacdo dos
eritrocitos que, por sua vez se tornam rigidos e aderentes, obstrugdo das vénulas pos-
capilares, em conjunto com leucdcitos ativados, plaquetas e células endoteliais,
microinfartos e hipdxia local. Nessa etapa, o tecido afetado sofre necrose, liberagao
de padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), ativagdo imune e inflamagao
(Sundd et al., 2020; Elendu et al.,, 2023). Essa lesédo tecidual ainda promove a
liberagcdo de mediadores inflamatorios como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1-beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6). Esses mediadores sensibilizam
nociceptores, tornando-os hiperexcitaveis, o que, junto com a ativagéo de células da
glia e o aumento de citocinas no SNC intensificam a dor. Além disso, as ERO
danificam lipidios, proteinas e DNA, aumentando ainda mais as lesdes teciduais e a
inflamacg&o, junto com esse efeito sistematico, as ERO ainda aumentam a
excitabilidade neuronal, contribuindo para uma hipersensibilidade a dor (Aich et al.,
2016; van Beers e van Wijk, 2018; Takaoka et al., 2021; Vona et al., 2021).

Com relacdo ao tecido sanguineo, seu fluxo depende de algumas
caracteristicas para que ocorra normalmente. Entre elas, podemos destacar a
viscosidade do sangue, o hematdcrito e o formato eritrocitico. O dano a membrana do
eritrocito pode causar um episédio de hemodlise, ou seja, a destruicdo do eritrécito
antes do tempo previsto. Esse processo interfere diretamente na atividade da medula
Ossea, que libera reticulécitos (eritrécitos imaturos) na corrente sanguinea com a
finalidade de suprir a demanda de oxigénio do sistema, decorrente da lise
caracterizada pela anemia hemolitica. A precipitacdo da metemoglobina na membrana
do eritrécito expbe moléculas de adesao, como a fosfatidilserina. Este fosfolipidio
promove a aderéncia entre esses eritrocitos, levando a ocluséo total ou parcial do vaso
sanguineo, causando o processo denominado isquemia - falta de oxigenagéo - do
tecido local. Esse processo de vaso-oclusdo é majoritariamente responsavel pela
ocorréncia de crise vaso-oclusiva (CVO), principal intercorréncia da DF que demanda
atendimento médico emergencial (Kaul; Finnegan; Barabino, 2009; Barabino; Platt;
Kaul, 2010; Manwani; Frenette, 2013; Ballas, 2015; Zhang et al., 2016; Inusa et al.,
2019).

Apesar de toda a gama de pesquisas existentes com a DF, ainda sdo escassos
os tratamentos para suas complicagdes clinicas. Por isso, a abordagem se reveza em

algumas possibilidades, sendo elas:
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a) tratamento sintomatico: no qual medicamentos sao prescritos de acordo
com a manifestacdo da doenga, uma vez que esta é caracterizada em diferentes tipos,
como sindrome toracica aguda, ulcera de perna, necrose 6ssea, dentre outros. A dor
€ o principal sintoma e € comumente tratada com analgésicos opioides, o que por Si
s6 tem alto potencial de causar dependéncia e progressiva tolerancia do organismo.
Em muitos dos casos, o paciente encontra-se em uso da dosagem maxima do
medicamento e, ainda assim, nao fica livre de dor (Ballas, 2005). Além disso é
recomendado manter uma boa hidratacdo, para manutencao da viscosidade
sanguinea e suplementagédo com acido fdlico, para auxiliar na produgao de eritrécitos.
(Reparaz et al., 2022; Brasil, 2024)

b) O tratamento preventivo tem como principal foco impedir o processo de vaso-
oclusao, tendo varias possibilidades, como a prevencao do processo de infeccéo, a
inducdo da producado de Hb F pela medula 6ssea pelo uso de HU e a transfuséo
sanguinea, a fim de auxiliar no processo de captagao e distribuigdo de oxigénio pelo
sistema com novas células nao falcizadas. (Russel et al., 1984; Platt et al., 1991;
Steinberg et al., 2003; Steinberg et al., 2010; Drasar et al., 2011; Almeida et al., 2012;
Ballas, 2015; Telen, 2019; Xu, 2022; Brasil, 2024; Khargekar et al., 2024). Além de
promover o aumento da quantidade de HbF por alteragcdo na via da ribonucleotideo
redutase (RNR) no organismo, a HU tem efeito multifatorial, como a mielopoiese
reducao na expressao de moléculas de adesao na superficie das células, diminuigao
da inflamacgéo cronica e aumento da concentragcédo de NO (Figura 3) (McGann e Ware,
2015; Khargekar et al., 2024).

c) No tratamento agudo, a ideia é encerrar o processo de vaso-oclusado a fim
de evitar maiores danos ao organismo, fazendo uso de uma combinagdo de
vasodilatadores, agentes anti-adesdo, a fim de separar o coagulo que esta
bloqueando o fluxo sanguineo, e agentes anti-inflamatérios. O 6xido nitrico (NO) é
utilizado como principal vasodilatador. (Gladwin et al., 2011; Ballas, Gupta, Adams-
Graves, 2012; Ballas, 2015; Telen, 2019; Brasil, 2024).

d) No tratamento de cura, diversos métodos vém sendo pesquisados, porém,
tém-se conhecimento de sucesso, principalmente, do transplante de medula éssea,
que tem como resultado a liberagcdo de células sem Hb S na corrente sanguinea,
favorecendo a correta oxigenagdo do sistema e, também, diminuindo as crises
decorrentes da DF. Contudo, ainda ha a barreira dos doadores haploidénticos, que

nem sempre € o caso dos familiares. (Walters et al., 2000; Buchanan, 2009; Hsieh et
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al., 2014; Ballas, 2015; Joseph et al., 2018; Brasil, 2024). Uma nova tecnologia de
edicdo génica, CRISPR/Cas9 também tem sido promissora no tratamento definitivo
da AF a partir de diferentes aplicacbes, como a correcdo da produgao das cadeias de
beta globina mutadas e o estimulo a produgdo de cadeias gama, envolvidas na
formacao da HbF (Ma et al., 2023; Kassim et al., 2025).

Figura 3. Efeito multivariado da HU no organismo. 1.indugédo da produgédo de HbF; 2)
Diminuicdo da quantidade de neutréfilos e reticulocitos pela diminuicdo da agdo da RNR;
3) diminuigdo das moléculas de adesao e melhoria da reologia de neutroéfilos e reticulécitos
circulantes; 4) redugéo do processo hemolitico; 5) aumento do NO na corrente sanguinea.
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1.3.  INFLAMACAO NA DOENCA FALCIFORME

A inflamacéo é um processo de sinalizagdo do organismo a fim de manter sua
homeostase. Esse processo é caracterizado pela ativagdo de vias de sinalizagao a
partir de mediadores pré-inflamatérios (como os endocanabinoides) e pode ser
desencadeado, por exemplo, no contato com possiveis patégenos e quando ocorrem
lesdes teciduais no organismo. Esse processo pode ser classificado, principalmente,
em dois tipos: inflamagao aguda e crénica.

A inflamacao aguda ¢ iniciada por células como macréfagos e mastocitos, que
reconhecem patégenos (Pathogen Associated Molecular Patterns — PAMPs) ou
padrdes de danos teciduais/celulares (DAMPSs). Esse estado inflamatério € temporario

e € caracterizado pela presenca de citocinas proé-inflamatérias e eicosanoides
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derivados do acido araquidénico. Em caso de sucesso em conter os PAMPs ou
DAMPs, as células endoteliais e imunes entram em um estado de contencédo do
processo inflamatério, estimulando a produgcdo de mediadores lipidicos pro-
resolutivos. (Widgerow, 2012; Leuti et al., 2020; Rasquel-Oliveira et al., 2023).

A inflamacéao cronica ocorre quando ha a persisténcia e/ou intensificagao do
estado inflamatdrio, e tém como principal efeito a produgédo desenfreada de moléculas
pro-inflamatadrias, além de inibidores de células T regulatérias. Esse processo, se nao
resolvido, pode levar, dentre outras consequéncias, a fibrose e perda de fungao
tecidual. (Levy et al., 2001; Leuti et al., 2020). Um tipo especifico de inflamagao crénica
que ocorre na anemia falciforme € a chamada inflamacéo estéril. Esta € causada pelo
estresse oxidativo gerado no fendbmeno I/R e ocorre no lumen dos vasos sanguineos.
Nesta, as células recrutadas pela atividade inflamatéria, como neutrdfilos e
macrofagos, ficam agregadas no endotélio dos vasos, gerando uma crise vaso-
oclusiva. (Ferhat et al., 2018; Williams, 2018; Sund, 2019; Mazl6, 2022).

Entre as principais vias de sinalizagao envolvidas na modulagéo da inflamagao
destaca-se a via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), uma familia de quinases
lipidicas responsavel pela transducdo de sinais provenientes de receptores de
citocinas, receptores tirosina-quinase e receptores do tipo Toll. A ativagcdo da PI3K
resulta na fosforilagcado do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3), promovendo o recrutamento e a ativagao da proteina quinase
B (AKT), evento central para a amplificagdo de respostas inflamatérias e de
sobrevivéncia celular (Engelman et al., 2006; Vanhaesebroeck et al., 2010). A
sinalizacgao via PI3K/AKT atua como um eixo critico na regulagao da inflamagao e da
polarizagcao de células imunes, afetando a expressao de citocinas e a duragao da
resposta inflamatéria em modelos experimentais e clinicos de doencas inflamatérias.
(He et al., 2021; Xia et al., 2023)

O PTEN (phosphatase and tensin homolog), codificado pelo gene de mesmo
nome, atua como um regulador negativo crucial da via PI3K/AKT, funcionando como
uma fosfatase lipidica que converte o sinal ativo (PIP3) de volta a PIP2, limitando a
ativacao de AKT e de suas respostas celulares subsequentes. Essa fungao de freio
molecular é essencial para evitar ativagdes excessivas da sinalizagao inflamatoria e
da producgao de citocinas pro-inflamatérias, especialmente em contextos de estresse
oxidativo e sinais persistentes de dano celular. Estudos recentes demonstraram que

a reducdo da expressao ou atividade de PTEN esta associada a superativacao de
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PI3K/AKT e a amplificagao de respostas inflamatérias, implicando a perda de PTEN
como um evento que intensifica a inflamacao crénica em varios modelos de doenca.
(Sansal, Sellers, 2004; Mei et al., 2024; Liu et al., 2025)

Além de sua fungdo na regulagdo da sobrevivéncia e proliferagéo celular, o
PTEN também atua como um checkpoint inflamatério em células do sistema imune.
Trabalhos recentes em modelos animais com delegédo especifica de PTEN em
linfocitos B revelaram que a auséncia de PTEN resulta em produgéao elevada de IL-6
e em respostas inflamatorias exacerbadas, mostrando que PTEN modula diretamente
vias de reconhecimento de padrées como TLR9 e a producido de citocinas pro-
inflamatdrias. Esses achados reforcam o papel de PTEN n&o apenas como um freio
da via PI3K/AKT, mas também como um modulador fino da resposta imune
inflamatéria. (Tsai et al., 2024)

A prostaglandina endoperdxido sintase 2, anteriormente denominada
ciclooxigenase-2 (COX-2), é codificada pelo gene PTGS2, e € uma enzima induzivel
que catalisa a conversao de acido araquidénico em PGG2 e, posteriormente em
PGH2. A PGH2 é entao transformada em diversas prostaglandinas, sendo a PGE2
uma das principais envolvidas no processo inflamatério. Esta prostaglandina atua em
receptores especificos, de EP1 a EP4, em diferentes células. Essa ligagdo promove
vasodilatagcdo, aumento da permeabilidade vascular, febre e sensibilizacao a dor.
Além disso, a PGE2 pode modular a resposta imune, influenciando a atividade de
células T, células dendriticas e macréfagos. Em geral, a PTGS2 é ausente em
condigcdes fisiologicas e € induzida em resposta a estimulos inflamatorios, como
citocinas proé-inflamatérias e endotoxinas. (Martin-Vazquéz et al., 2023; Tajdari et al.,
2024).

A PTGS2 é uma enzima oxidante da cascata do acido araquidbnico, sendo
responsavel por catalisar a produc¢do de prostaglandinas culminando na liberagéo de
citocinas (Zmigrodzka et al., 2018; Schaeuble et al., 2019), a PTGS2 reconhece
endocanabinoides que contém acidos graxos poli-insaturados (Leuti et al., 2020).
Essa via tem papel importante no processo inflamatério ao estimular a converséo do
acido aracdonico em prostaglandinas que, por sua vez, ativam o receptor PTGERA4,
que regula a expressao de metalloproteinases de matriz (MMPs) MMP2 e MMPO9.
Estas tém como fungédo degradar componentes de matriz celular, incitando parte do
processo inflamatério ao causar uma conversdao no processo de vascularizagao
(Aggarwal; Sales, 2001; Libra et al., 2009; Adefuye et al., 2012).
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Esse processo inflamatério pode ser caracterizado pelo recrutamento de
neutrdéfilos para o local de obstrugao total ou parcial do vaso sanguineo (isquemia), o
que, junto com o aumento da adeséo celular por conta da polimerizagao da molécula
de hemoglobina S, contribui ainda mais para efeitos adversos na fisiopatologia da
doencga. Esse processo, ainda, contém a atuagdo de outros componentes, como o
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e IL-8. Diante do estresse
oxidativo cronico e da ativagdo endotelial persistente na DF, a via PTGS2 é
potencialmente ativada, contribuindo para a perpetuacdo do estado inflamatério
cronico (Hoppe, 2014; Torres et al., 2016; Tozatto-Maio et al., 2024).

A hemolise, uma das consequéncias da DF, libera hemoglobina livre e o grupo
heme no plasma. Estes podem atuar como DAMPs, ativando receptores como o TLR4
em células endoteliais e imunes, desencadeando diversas respostas inflamatorias.
(Tozatto-Maio et al., 2024)

A ativagdo endotelial induzida pelos DAMPs e citocinas pré-inflamatérias
resultam na expressao de moléculas de adesdo como VCAM-1, ICAM-1, E-selectina
e P-selectina que, por sua vez, facilitam a adesao de leucadcitos e eritrécitos falcizados
ao endotélio. Além disso, neutrofilos podem formar armadilhas extracelulares,
favorecendo os eventos vaso-oclusivos e consequentemente a lesdo tecidual. Os
DAMPs também ativam o inflamassoma NLRP3 em mondcitos e macréfagos, levando
a ativacdo da caspase-1 e a liberagdo de IL-1B e IL-18, o que pode resultar em
piroptose, contribuindo ainda mais no agravamento do quadro inflamatério. (Nader et
al., 2020; Tozatto-Maio et al., 2024)

A sinalizagéo via PIBK/AKT é um eixo central na transdugdo de sinais proé-
inflamatdrios, mediando a ativagao de células imunes e a expressdo de mediadores
inflamatérios em varios contextos de doenca crénica. Estudos recentes demonstraram
que a ativacao dessa via influencia a expressdo de PTGS2 em resposta a estimulos
inflamatérios, enquanto a perda funcional de seu regulador negativo, PTEN, prolonga
a ativacdo de AKT e exacerba a inflamagdo e o estresse oxidativo em modelos
experimentais. Essa integragéo funcional sugere que a via PISBK/AKT/PTEN- PTGS2
atua como um controlador dindmico da resposta inflamatéria e pode representar um
alvo terapéutico em doencgas caracterizadas por inflamagao crénica. (Covey et al.,
2007; Yang et al., 2020; Liu et al., 2025)

A anemia falciforme é acompanhada por um estado de inflamagéao crénica no

qual a ativacdo do endotélio e a sinalizacdo por heme/hemdlise favorecem o
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recrutamento e a ativagao de células da imunidade inata, particularmente neutréfilos
e mondcitos. Evidéncias recentes reforcam que neutrofilos ndo sao apenas
marcadores de inflamagdo na AF, mas participantes ativos da fisiopatologia,
contribuindo para adesao ao endotélio, interagdes com plaquetas e perpetuacédo de
eventos vaso-oclusivos; por isso, a contagem de neutrofilos (idealmente absoluta) é
frequentemente interpretada como um indicador de ativagao inflamatéria sistémica em
pacientes com AF (de Ligt et al., 2024; Tozzato-Maio et al., 2024; Dorneles, 2025).

Embora a imunidade inata seja central na AF, alteracbes de linfécitos e
monocitos podem refletir aspectos complementares do estado inflamatério e
imunorregulatorio. Mondcitos apresentam perfil pro-inflamatoério e podem ser ativados
por vias relacionadas a TLR e ao microambiente hemolitico, contribuindo para a
ativacao endotelial e para a amplificacdo de mediadores inflamatérios. Assim, a
avaliagado conjunta de neutrdfilos, linfécitos e mondcitos permite capturar, de forma
indireta, o equilibrio entre imunidade inata e adaptativa e o quadro sistémico, o que é
util como camada externa de validagédo para achados moleculares (Tozzato-Maio et
al., 2024; Dorneles, 2025).

O indice neutrdfilo/linfocito (NLR) tem sido amplamente utilizado como
marcador composto de inflamacdo sistémica em condicbes crbnicas e, mais
recentemente, vem sendo discutido também na anemia falciforme como ferramenta
simples e reprodutivel para estimar ativagéao inflamatéria e potencial gravidade/risco
de complicagdes. Como integra duas populagbes celulares com significado
fisiopatoldgico distinto (inata vs adaptativa), o NLR pode funcionar como uma
abordagem do perfil inflamatério periférico, servindo como variavel clinica/laboratorial
de apoio para interpretar resultados de expressao génica associados a inflamagao
(Maharaj, 2023). Além disso, um estudo avaliou diretamente o indice NLR em
consonancia com outros marcadores inflamatorios, como IL-6 e TNF-a, em pacientes
com doenga falciforme em tratamento com hidroxiureia (HU) e concluiu que o
tratamento reduz esse indice, sendo associado entdo a uma agao anti-inflamatéria.
(Zahran et al., 2020)

Na anemia falciforme, a hemolise crénica ndo é apenas um fenébmeno hematoldgico:
ela se conecta diretamente a inflamagéao por liberagdo de hemoglobina/heme e por
disfungao endotelial. Nesse contexto, a enzima Lactato desidrogenase (LDH) € um
marcador laboratorial amplamente empregado para estimar hemaolise e dano tecidual,

e estudos recentes continuam explorando sua utilidade clinica, inclusive em
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associacdo com desfechos como crise vaso-oclusiva e complicacbes em estado
estavel. Paralelamente, marcadores tradicionais como bilirrubina total e fracbes, como
a bilirrubina indireta, relacionada a hemodlise/extravascular, sao frequentemente
analisados em conjunto com LDH para caracterizar o fenétipo hemolitico, compondo
um painel bioquimico que ajuda a contextualizar a carga inflamatéria e vascular da
doenca (Feugray, 2023; Liu, 2025).

A ferritina sérica funciona como proteina de fase aguda, elevando-se em
inflamacgao e participa da avaliagdo de status de ferro/sobrecarga, relevante em AF
por transfusdes e outras condi¢des clinicas. Por isso, niveis de ferritina podem ser
interpretados como um marcador hibrido que associa inflamagcao com a presenca de

ferro na corrente sanguinea (Castro, 2024; Guindo, 2025).

1.4. SISTEMA ENDOCANABINOIDE

O sistema endocanabinoide (ECS) é um importante sistema fisiologico
envolvido na regulacao e equilibrio de varias fungdes e processos no corpo humano,
incluindo plasticidade cerebral, aprendizagem, memoria, diminuicdo do estresse,
emocgdes, dor, resposta imunolégica, inflamacdo, apetite, dentre outras. Um
desequilibrio nesse sistema pode impactar negativamente o organismo. O ECS
consiste de trés principais componentes:

a) receptores canabinoides, sendo os mais estudados o CB1R e CB2R;

b) canabinoides enddgenos (eCB) como a anandamida (AEA) e o 2-
araquidonilglicerol (2-AG);

c) enzimas metabdlicas como a amida hidrolase de acido graxo (FAAH) e a
monoacilglicerol lipase (MAGL).

Especificamente com relagdo aos receptores, o CB-1, expresso pelo gene
CNR1 se encontra principalmente no SNC e sua ativagao resulta em uma supressao
robusta da liberacdo de neurotransmissores nas sinapses; e o CB-2, expresso pelo
gene CNR2, esta localizado nas células do sistema imune, e quando ativado, modula
a migragao de células desse sistema e a liberagao de citocinas, atuando no processo
inflamataério (Zhang e Ho, 2015).

Com relacgéo aos fitocanabinoides, o THC atua nos receptores CB-1, enquanto
o B-cariofileno (um terpeno) atua nos receptores CB-2. E importante ressaltar que
esses fitocanabinoides conseguem mimetizar os efeitos dos endocanabinoides, como

a AEA e o 2-AG (Sallaberry e Astern, 2018). Ainda, com relagdo ao ECS, podemos
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citar a possivel ocorréncia do efeito entourage (Ben-Shabat et al., 1998; Shin et al.,
2025). Diversas plantas tém sido utilizadas, ha muito tempo, por diversas culturas por
conta de seus potenciais de agdo no organismo para a anestesia e analgesia. Ainda
assim, alguns desses compostos vém sendo reconhecidos pela medicina e pela
legislagao recentemente, o que se aplica a Cannabis sativa. Apesar disso, os estudos
com o tetrahidrocanabinol (THC) e o canabidiol (CBD), que sdo os principais
componentes da Cannabis, ainda sao escassos e carecem de mais aten¢do. Dados
na literatura relacionam o uso de medicamentos derivados da Cannabis com o efeito
de analgesia e alivio da dor, sendo este seu principal uso enquanto medicamento.
(Bonfa et al., 2008; Academies Of Science, 2017; Hill et al., 2017; Cahill, 2021).
Entender a farmacologia da Cannabis € essencial para auxiliar na compreensao dos
efeitos colaterais e seu uso medicinal (Zang e Ho, 2015).

A doenga falciforme e, em especial, a anemia falciforme, tem variaveis
fisiopatologicas e de sintomatologia entre gendtipos, haplétipos, relagdo com
marcadores moleculares e resposta ao uso de medicamentos. Uma alternativa aos
opioides no tratamento de dor na AF tem sido investigada, especialmente com base
em plantas naturais, devido ao risco e consequéncias danosas do uso continuado
dessa classe de analgésicos ao longo da vida.

Ainda sao poucos os estudos que correlacionam diferentes vias inflamatorias
com os diferentes gendtipos e haplétipos na Doencga Falciforme. Além disso, ha
também a questdo do tratamento com Hidroxiureia ser bastante difundido, devido a
sua eficacia, o que influencia diretamente nos dados coletados.

A figura 4, gerada por inteligéncia artificial, integra de maneira visual as vias

estudadas.
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Figura 4. Integragéo das Vias PI3K/PTEN-AKT, PTGS-2/PG e Sistema Endocanabinoide na inflamag¢do na Anemia Falciforme
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Fonte: Adaptado de ChatGPT em 02/07/2026 a partir do prompt: “Pode gerar uma imagem que integre as vias de expresséo dos genes PTGS2, PTGER-4, PI3K, PTEN, CNR1

e CNR2?”
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5. CONCLUSAO

Este estudo avalia a expressao de genes relacionados a vias inflamatérias
classicas, vias de sinalizacao intracelular e ao sistema endocanabinoide em pacientes
com anemia falciforme, considerando diferentes fendtipos da doenga e o contexto
terapéutico com hidroxiureia. Os resultados demonstram a modulagédo da expressao
de PI3K e CNR1, particularmente no grupo HbS/B+, indicando que fendtipos
clinicamente intermediarios podem apresentar alteragdes moleculares especificas.
Em contraste, os genes PTEN, PTGS2, PTGER4 e CNR2 nao apresentam diferengas
significativas entre os grupos avaliados, sugerindo a atuagdo de mecanismos
regulatorios, compensatorios ou contextuais que limitam a detecgdo de alteragdes
transcricionais em sangue periférico. De forma integrada, os achados indicam que a
anemia falciforme envolve alteragdes heterogéneas em multiplas vias inflamatérias e
de sinalizacdo, influenciadas tanto pelo fendtipo genético quanto pelo tratamento
continuo com hidroxiureia. Este estudo contribui para a compreenséo da fisiopatologia

inflamatdria da doenga e fornece bases conceituais para futuras investigagoes.
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